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Morfología 
Área de Estudio: Morfología 
Propósito y Método del Estudio: La Peroxisomicina A-l es una antracenona dimérica 
aislada de las plantas del género Karwinskia. La ingesta accidental del fruto maduro de 
esta planta causa lesiones neurológicas, pulmonares, hepáticas y renales, por lo que 
se han llevado a cabo diversos estudios bioquímicos y morfológicos con el propósito de 
obtener información acerca del mecanismo de acción. El propósito de este trabajo es 
encontrar mayor información sobre la lesión pulmonar inducida por Peroxisomicina A-l 
en ratones cepa CD-1 y proponer un mecanismo de daño pulmonar. Se describe la 
lesión pulmonar a microscopía de luz y electrónica y su correlación con el TNFa en 
suero y pulmón de ratones intoxicados. 
Conclusiones y Contribuciones: la lesión pulmonar se caracterizó por acúmulo de 
polimorfonucleares y línfocitos atrapados en los capilares alveolares asociados al daño 
de la barrera alvéolo capilar, macrófagos alveolares, membrana hialina y hemorragia 
alveolar. Aumento de TNFa en suero y pulmón a tiempos iniciales de intoxicación, que 
se correlaciona con el mayor número de polimorfonucleares encontrados en la lesión 
pulmonar, en la que intervienen infiltrados celulares como polimorfonucleares. 
linfocitos, macrófagos y mediadores químicos como el TNFa. Los resultados obtenidos 
demuestran que la lesión pulmonar inducida por Peroxisomicina A-l en ratones es 
reproducible, y es un modelo muy útil para investigar otros mediadores químicos 
involucrados en la lesión pulmonar. 
IRMA DEL DIRECTOR DE TESIS 
/ 
M.C.P.* Ph.D. JJfllO SEPULVEDA SAAVEDRA 
CAPITULO U N O 
I N T R O D U C C I O N 
El género Karwinskia es un taxón perteneciente a la familia 
Rhamnaceae, constituido por arbustos y pequeños árboles, que incluye 
15 especies cuyo habitat natural se extiende desde el sur de los Estados 
Unidos de América a México, Centroamérica, norte de Colombia, Cuba, 
Haití y República Dominicana. Según Fernández Nava1, México cuenta 
con 12 especies distintas, y de éstas Karwinskia humboldfiana destaca 
por la mayor extensión territorial de su habitat. En varias especies 
animales, incluyendo al humano, la ingestión de grandes cantidades del 
fruto de la planta causa intoxicación de evolución mortal2-3. 
En el humano, el cuadro clínico de la intoxicación con esta planta 
se ha descrito como una parálisis de los miembros inferiores, flaccida, 
simétrica, ascendente y progresiva que en casos graves puede causar 
parálisis bulbar y muerte. Los pacientes intoxicados presentan un cuadro 
neurològico similar al de la poliomielitis, al síndrome de Guillian-Barré o a 
otras polirradiculoneuritis, con las que suele confundirse4-5'6-7. Si el 
paciente sobrevive, la recuperación es lenta pero puede ser completa. 
Aunque se ha resaltado el cuadro neurologico como el más grave 
dentro de los síntomas de la intoxicación, se ha reportado en la literatura 
que las alteraciones respiratorias son las causantes de la muerte en las 
personas que ingieren el fruto maduro8'9'10'11'12. Como una explicación a 
esto, se ha propuesto que al ascender la parálisis, puede afectar al 
diafragma, ocasionando las alteraciones respiratorias descritas que 
pueden llegar a causar la muerte del paciente10. 
Carrada-Bravo13 reportó la intoxicación de 21 niños que presentaron 
alteraciones neurológicas como polirradiculoneuritis, parálisis 
ascendente bilateral, trastornos de la deambulación y en los casos de 
defunción, el diagnóstico fue de insuficiencia cardiorrespiratoria con 
bronconeumonía terminal. 
El principio tóxico de esta planta se encuentra principalmente en 
la semilla, a partir de la cual Dreyer y cois14 extrajeron cuatro 
antracenonas diméricas, que fueron denominadas de acuerdo a su 
peso molecular como: T-496, T-514, T-516, y T-544. Su concentración varía 
en función del clima, altitud, composición química del terreno y grado 
de humedad existente en donde crece la planta. 
Para el aislamiento y purificación de estos compuestos Guerrero y 
cois15 realizaron una modificación al método utilizado por Dreyer y col.14 
para simplificar el procedimiento de purificación, debido a que el 
método utilizado por Dreyer era extremadamente difícil. 
Recientemente se han aislado compuestos de estructura química 
similar a partir de otras plantas del mismo género: un diasteroisómero de 
la T-514 de la Karwinskia parvifolia, la T-510 de la K.affin humboldfiana, y 
otro isómero de la T-514 de la K. umbellata.16 Además del fruto, también 
se ha demostrado la presencia de T-544 y T-516 en la raíz y de la T-496 en 
las hojas de la K. humboldfiana, pero en concentraciones mas bajas. 
Waksman y col.17 efectuaron el análisis químico y toxicológico de 
compuestos purificados a partir de los frutos de diez especies de plantas 
del género Karwinskia; todas las plantas se caracterizan por la presencia 
de estos compuestos antracenónicos, sin embargo se encontraron 
variaciones en el contenido de las toxinas. En el estudio toxicológico 
realizado con las toxinas purificadas, se observó que la 1-544 es la 
responsable del efecto neurològico, la T-596 produce un cuadro 
diarréico cuando se administra oralmente y la T-514 causa daño grave al 
pulmón, hígado y riñon. Estudios efectuados para determinar la dosis 
letal media de estos compuestos demostraron que la T-514 es la más 
tóxica18. 
Garza y col. efectuaron estudios para comparar la citotoxicidad in 
vitro de las toxinas T-514 y T-544 extraídas de K. humboldtiana, para ello 
se realizaron estudios en cultivo de células de piel y de hepatocitos. Se 
demostró que la T-514 causa mayor toxicidad hepática que la T-544 in 
vitro.19 Por otra parte se analizó la toxicidad del diasteroisómero de la T-
514 y se encontró que la hepatotoxicidad in vitro de este compuesto es 
muy similar a la de la T-51420. 
La selectividad de la T-514 para el hígado y el pulmón, sin daño 
neurològico periférico, llevaron a la determinación de la DLso en distintas 
especies de animales, además de otras pruebas de toxicidad aguda. La 
curva de la distribución de la letalidad siempre mostró una forma 
particularmente empinada, que habla de una variación biológica 
estrecha, lo que permitió plantear la hipótesis de que si hubiera toxicidad 
selectiva de la T-514 entre células de origen benigno y células 
neoplásicas malignas, por pequeña que fuera, la T-514 podría tener un 
potencial efecto antineoplásico21-22. 
Fue así como Piñeyro y col.23 en estudios realizados in vitro en 
diferentes líneas celulares humanas demostraron que la T-514 posee 
dicho efecto en células neoplásicas de pulmón, de colon, y de hígado. 
Tales hallazgos han sido confirmados por investigadores de las 
universidades de Berlín y Freiburg (Alemania) y recientemente en el 
Instituto Nacional de Cáncer (E.U.A.). Por lo anteriormente expuesto, 
puede considerarse a la T-514 como un potencial fármaco 
antineoplásico por lo que se solicitó una patente para su uso, que fue 
autorizada por la Comunidad Económica Europea24, Estados Unidos de 
Norteamérica25 y Japón26. 
Debido a que se desconoce el mecanismo de acción de la T-514, 
en los últimos años se han llevado a cabo diversos estudios bioquímicos y 
morfológicos con el propósito de obtener información acerca de éste. 
Sepúlveda y col.27 demostraron que la T-514 tiene un efecto 
selectivo e irreversible sobre los peroxisomas de levaduras metilotróficas, 
por lo que se le renombró Peroxísomicina A-l (Fig. 1) 
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Figura 1. Estructura química de la Peroxísomicina A-l 
En la intoxicación experimental inducida en ratones con el fruto 
completo o con las toxinas purificadas T-514 y T-544, se demostró que 
tanto el fruto como las toxinas purificadas son marcadamente 
citotóxicos y causan daño hepatopulmonar grave. En estos estudios se 
estableció que la T-514 produce un efecto tóxico más marcado sobre el 
hígado, pulmón y riñon que la T-544. La lesión pulmonar se caracterizó 
por congestión moderada y hemorragia alveolar28. 
En la intoxicación experimental con el fruto completo administrado en 
rata, cobayo, hámster y perro, se reprodujo el daño hepático y 
pulmonar. En la lesión pulmonar se reportó congestión intersticial en 
todas las especies y algunos animales presentaron edema y hemorragia 
masiva29. 
Sepúlveda y col.30 reportaron la ultraestructura del pulmón de 
hámster, cobayo, rata y mono intoxicados experimentalmente con 
Peroxisomicina A-1. Se demostró la presencia de daño a la célula 
endotelial capilar, caracterizado por edema o lisis, además de un 
acúmulo de neutrófilos polimorfonucleares (PMN) con signos 
morfológicos de activación, estrechamente asociados al endotelio 
capilar; destrucción de la barrera alvéolo-capilar y hemorragia, lo que 
permitió proponer la hipótesis de que la intoxicación con Peroxisomicina 
A-1 causa un Síndrome de Insuficiencia Respiratoria del Adulto (S1RA), ya 
que la imagen histopatológica es similar a la descrita como 
característica de este síndrome; y se propuso la participación de otros 
factores endógenos como mediadores del daño pulmonar. 
El Síndrome de Insuficiencia Respiratoria del Adulto (SIRA) es una 
alteración respiratoria aguda que se presenta como respuesta del 
pulmón a un daño directo o indirecto de la barrera alvéolo capilar. 
El SIRA fue formalmente descrito en 196731. Se desencadena por 
múltiples causas y condiciones, tales como choque de cualquier 
etiología, procesos infecciosos, sepsis por bacterias Gram negativas, 
traumatismos, sobredosis de drogas, tóxicos inhalados, trastornos 
hemáticos. trastornos metabólicos32. Tiene una mortalidad del 60-70% por 
lo que ha sido motivo de una gran cantidad de estudios33, tendientes a 
esclarecer su patogénesis. 
Uno de los principales hallazgos histológicos reportados para el 
SIRA, es la infiltración de PMN en el parénquima pulmonar, por lo que se 
propuso a la leucostasis pulmonar como un mecanismo participante en 
la patogénesis del SIRA34. Numerosos estudios realizados en modelos 
experimentales como ratas, conejos, cerdos, cabras, perros y monos han 
permitido identificar a los PMN como los mediadores centrales del daño 
agudo al pulmón35-38. 
Para explicar el secuestro de ios PMN se han propuesto la participación 
de dos eventos importantes: 1) liberación de factores estimulantes de los 
PMN producidos por macrófagos activados y 2) la adhesión de los PMN 
a las células endoteliales39-40. 
Ambos eventos involucran la activación inicial de los macrófagos de 
pulmón y de las células endoteliales del lecho capilar pulmonar. En un 
estudio sobre el daño agudo al pulmón, realizado en conejos, se 
describieron alteraciones estructurales en los macrófagos alveolares, 
como desorganización del citoplasma y vacuolización, que se asocian 
con la liberación de factores quimiotácticos40. Por otra parte las células 
endoteliales y los PMN expresan moléculas de adhesión en la superficie 
de sus membranas, y éstas al reconocerse y unirse facilitan la adhesión, 
dando como resultado el acúmulo de PMN en el pulmón39 (Tabla l). 
TABLA 1. 
MOLECULAS DE ADHESION EN LA MEMBRANA CELULAR DE LEUCOCITOS Y CELULAS ENDOTELIALES. 
Moléculas de adhesión Leucocito "" * Célula endotelial , 










Selectina-carbohidrato b L-Selectina (CD62L) 
Sialylated Lewis (CD15s) 




° Receptores de integrino en leucocitos que se unen a ligandos en la célula endotelial que son miembros 
de la fa mirra de las inmunoglobulinas. 
b Receptores de selectinas que se expresan en ambos tipos celulares y que reconocen carbohidratos 
específicos. 
c GlyCAM-l es un ligando en vénulas de endotelio alto, el ligando para L-Selectina en endotefio sistèmico 
no ha sido identificado. 
Los PMN activados pierden su capacidad de deformarse para 
pasar por los capilares, debido a que presentan una reorganización de 
la actina-f del citoesqueleto, y liberan productos tales como: radicales 
tóxicos del oxígeno, metabolitos del ácido araquidónico, proteasas y 
factor activador de plaquetas entre otras. Las enzimas proteolíticas 
digieren a las membranas y proteínas extracelulares, que junto con los 
mediadores químicos son a su vez un estímulo para el desarrollo de la 
respuesta inflamatoria41'42. 
Estudios iniciales sobre la etiopatogenia del SIRA implicaban a los 
factores del complemento, metabolitos del ácido araquidónico, 
proteasas, plaquetas y factores de coagulación como responsables del 
daño pulmonar43-44. Sin embargo, estudios posteriores realizados en 
modelos animales demostraron que no se reproducen todas las 
alteraciones pulmonares al administrar experimentalmente infusiones 
intravenosas de estos factores por separado45. 
Existen múltiples agentes que pueden activar a los PMN, tales 
como: las atocinas, fracciones del complemento, enzimas proteolíticas 
del plasma, metabolitos del ácido araquidónico, aminas, radicales 
tóxicos del oxígeno y enzimas hidrolíticas46. Sin embargo se ha implicado 
al factor de necrosis tumoral alfa (TNFa) en la patogénesis del SDRA, 
como el más potente activador de los PMN, y el primero entre varias 
otras atocinas que se liberan bajo el efecto de un estímulo47. 
El TNFa es un polipéptido de bajo peso molecular, que se 
encuentra en la superficie celular como un polipéptido de 233 
aminoácidos. Este se fragmenta en un péptido más pequeño, de 157 
aminoácidos, que se encuentra en la circulación como un trímero, 
ambas formas son biológicamente activas48. 
El TNFa es producido por varios tipos de células, aunque los monocitos y 
macrófagos son los productores más importantes en respuesta a un 
estímulo exógeno. El lipopolisácarido de la pared bacteriana (LPS) es el 
inductor más potente conocido49. 
En la fase aguda de la inflamación, los macrófagos activados liberan 
grandes cantidades de TNFa que induce la expresión de moléculas de 
adhesión intercelular 1CAM-1 en las células endoteliales y la expresión de 
CD1 la/CDIS50'51 en los PMN. El TNFa como mediador de la inflamación, 
participa en la patogénesis de la caquexia, choque séptico, rechazo de 
transplantes, y citólisis de tumores. Es un componente crucial de la 
inducción de la respuesta inmune, estimula la proliferación de los 
linfocitos T y aumenta la actividad de las células NK. Puede ser tóxico 
directamente para las células, a través de la producción de radicales 
tóxicos del oxígeno. Actúa de forma autocrina sobre los macrófagos 
estimulando la producción de otras atocinas como lnterleucina-1 (IL-1), 
lnterleucina-6 (IL-6), lnterleucina-8 (IL-8) e lnterleucina-10 (IL-10). 
TNFa estimula la respuesta de fase aguda a nivel sistèmico, induce 
fiebre vía producción hipotalámica de prostaglandina E-2 (PGE-2), 
activa a los PMN y aumenta la expresión de moléculas ciase I y II del 
complejo mayor de hístocompatibilidad, por lo que favorece la 
actividad antimicrobiana del sistema inmune48. 
La endotoxina o lipopolisacárido (LPS) de la pared celular de 
bacterias Gram negativas es la sustancia mas utilizada para reproducir 
todas las alteraciones del SIRA. En modelos animales se han logrado 
identificar una gran cantidad de mediadores químicos involucrados en 
el daño pulmonar incluyendo al TNFa52-53-54. Cuando TNFa recombinante 
se inyecta por vía intravenosa se observa la presencia de PMN, linfocitos 
y macrófagos en la microvasculatura pulmonar, además de daño a las 
células endoteliales y edema intersticial55-56'57. Las alteraciones 
observadas son similares a las que se encuentran en la endotoxemia, lo 
cual sugiere que el TNFa es el primer mediador para desencadenar el 
SIRA. En otros estudios se administraron anticuerpos policlonales anti-TNFa 
a ratones y conejos con choque endotóxico, y anticuerpos 
monoclonales anti-TNFa a monos con bacteremia por E. coli , y se 
observó que se inhibe el daño letal causado por la endotoxina o 
bacteremia58-59. 
Estudios mas recientes han empleado una proteína de fusión que 
se une al TNF (TNF-BP) para neutralizar los efectos de TNF, dicha proteína 
de fusión corresponde a la porción extracelular del receptor de 
membrana para TNFa. La neutralización del TNFa protege al huésped 
mediante: a) la atenuación de la citotoxicidad de TNFa; b) inhibición de 
la liberación de factores secundarios tóxicos inducidos por el TNFa; y c) 
prevención de la liberación de otras atocinas que en sinergia 
incrementan la toxicidad del TNFa60-6!. 
Normalmente los niveles de atocinas circulantes en suero no son 
detectables, pero existen reportes en humanos a los que se les 
administró por vía intravenosa LPS y posteriormente se les midieron los 
niveles de atocinas presentes en el suero. Se observó que los niveles mas 
altos de TNFa estaban presentes a los 90 minutos, IL-1 de 3-4h, INFy e IL-6 
a las Sh48. 
Se ha Implicado en la patogénesis del SIRA62 a la interleucina 8 (IL-
8) ya que causa activación de los neutrófilos, mediante el aumento de 
quimiotaxis, desgranulación y liberación de enzimas hidrolíticas, así 
como la expresión de moléculas de adhesión que le permite la unión a 
las células endoteliales. Estudios recientes reportan que el LPS, TNFa, IL-1 
son factores capaces de estimular la liberación de IL-863-64-65 de 
diferentes tipos celulares como monocitos macrófagos, linfocitos T, 
neutrófilos, células endoteliales. De lo que se infiere que IL-8 no es la 
citocina que inicialmente se induce para desencadenar el SDRA. 
Existen estudios que han buscado la presencia de IL-8 en lavado 
bronquio alveolar (LBA) de pacientes con SIRA y en pacientes con riesgo 
a desencadenar SIRA*6-67, en los que se encontraron niveles de IL-8 más 
altos en LBA que en suero. Este estudio sugiere la utilidad de la medición 
de IL-8 en LBA de pacientes con riesgo a desencadenar SIRA como un 
indicador para el progreso del síndrome. 
Actualmente se conoce que la patogénesis del SIRA es muy 
compleja, se sabe que el TNFa tiene una participación central, ya que es 
el que inicia los eventos que involucran a numerosas citocinas, 
mediadores químicos, y tipos celulares. 
Como ya se mencionó el TNFa actúa de manera autocrina sobre 
los macrófagos para la liberación de IL-1, IL-6, IL-8, factor activador de 
plaquetas (PAF) y ácido araquidónico que se metaboliza para formar 
leucotrienos, tromboxano A2 y prostaglandinas PGE-2 y PGI-2. 
Por otro lado los linfocítos T son activados por IL-1 e IL-6 y producen 
Interferón gama (IFNy), lnterleucina-2 (IL-2), lnterleucina-4 (IL-4) y Factor 
estimulador de colonias de granulocitos y monocitos (GM-CSF). PAF 
hace que se incremente la permeabilidad endotelial. 
Subsecuentemente el endotelio libera óxido nítrico (NO) el cual relaja al 
músculo liso e inhibe la agregación plaquetaria. La liberación de PGI-2 
en respuesta al TNFa causa vasodílatación y disminución de la resistencia 
vascular sistèmica. La cascada del complemento, particularmente los 
fragmentos C3 y C5a, contribuye a la estimulación de los neutrófilos. Los 
neutrófilos al unirse al endotelio inducen daño por la liberación de 
radicales tóxicos del oxígeno y de enzimas lisosomales. Tracey y Cerami 
propusieron que la producción local de factores quimiotácticos 
amplifica la lesión mediante el aumento del número de neutrófilos 
adheridos al endotelio49. 
Tomando en cuenta que el daño pulmonar es una de las 
alteraciones más severas en los pacientes intoxicados accidentalmente 
con el fruto maduro de plantas del género Karwiriskia, y en animales 
intoxicados experimentalmente con el fruto maduro o con toxinas 
purificadas, y que el cuadro histopatológico pulmonar es similar al 
reportado para el SIRA, consideramos importante reproducir el daño 
pulmonar en ratones cepa CD-1 intoxicados experimentalmente con 
Peroxisomicina A-l, y por un lado evaluar la presencia del TNFa en suero 
y en homogenado de pulmón, y por otra parte caracterizar por 
microscopía de luz y electrónica la lesión pulmonar mediante el análisis 
morfométrico de las células que se encuentran presentes. Todo esto con 
el propósito de conocer si el TNFa está relacionado con la lesión 
pulmonar ocasionada por la intoxicación con Peroxisomicina A-l, lo cual 
confirmaría que la Peroxisomicina A-l desencadena un SIRA. 
1.1 Hipótesis de Trabajo y Objetivos 
1.1.1 Hipótesis de Trabajo 
El efecto de la Peroxisomicina A-l sobre pulmón se debe a una 
estimulación de los granulocitos neutrófilos, llevada a cabo por 
mediadores como el factor de necrosis tumorala 
1.1.2 Objetivos específicos 
1.-Intoxicar ratones cepa CD-1 por vía intraperitoneal, con 13.04 mg/Kg 
de peso de Peroxisomicina A-l disuelta en diferentes vehículos (aceite 
de cártamo, solución salina, Haemaccel). 
2.-Caraeterizar la lesión pulmonar por un análisis morfométrico con 
microscopía de luz. 
3.-Evaluar los cambios ultraestructurales que ocurren en la célula 
endotelial y en la barrera alvéolo-capilar. 
4.-Cuantificar el TNFa en suero de animales intoxicados 
experimentalmente con Peroxisomicina A-l. 
5.-Cuantificar el TNFa presente en el homogenizado de pulmón de 
animales intoxicados experimentalmente con Peroxisomicina A-l. 
6.-Contrastar los resultados obtenidos por intoxicación con 
Peroxisomicina A-l contra LPS (control positivo) y controles negativos 
(vehículos y sin tratamiento). 
7.-Evaluar con microscopio de luz y electrónica de transmisión la lesión 
inducida por Peroxisomicina A-l en el pulmón en cultivo de órgano. 
8.-Comparar el efecto de la Peroxisomicina A-1 sobre el pulmón in vitro 
con el efecto producido in vivo. 
CAPITULO DOS 
MATERIAL Y METODOS 
2.1 Material Biológico 
Ratones albinos machos cepa CD1 adultos jóvenes (30-35g) del 
bioterio del departamento de Histología de la Facultad de Medicina, 
Universidad Autónoma de Nuevo León. 
2.2 Equipo 
Homogenizador de tejidos BELLCO, 30-1100 rpm de velocidad, 110 volt y 
60Hz, con vaso de vidrio Potter-Elvehjem y émbolo de teflón 
Microcentrífuga para tubos Ependorff IEC Micro-MB 
Centrífuga IEC Clínica! 
Incubadora de CO2 HotPack modelo 351820 
Campana de flujo laminar vertical LABCONCO de seguridad clase II 
modelo 36204-00 
Espectrofotómetro Beckman 
Ultramicrotomo LKB BROMMA ULTROME® MODELO 2088 
Preparador de cuchillas de vidrio LKB BROMMA modelo 7800 KnifeMaker 
Autoclave Market Forge Sterilmatic Modelo STM-E 
Fotomicroscopio Carl-Zeiss modelo I. 
Microscopio Estereoscópico American Optical modelo 569 
Microscopio Electrónico de Transmisión, Carl-Zeiss modelo EM 109, con 
aceleración de voltaje de 80 kv 
Lector de placas de ELISA Diamedix BP-96 (Microassay Reader) 
Sistema Millipore desionizador y purificador de agua milli-Q, con 
cartuchos de intercambio iónico, de carbón y filtros de ésteres de 
celulosa (poro 0.22^ im) biológicamente inertes. 
2.3 REACTIVOS 
Para el desarrollo de esta tesis se utilizaron productos químicos de 
grado analítico, y en todos los casos se utilizó agua desionizada con una 
conductividad de 18 megohms*cm 
Los reactivos y material utilizados en la técnica de microscopía 
electrónica: glutaraldehído al 25%, paraformaldehído, ácido pícrico, 
tetraóxido de osmio, nitrato de uranilo, cacodilato de sodio, resinas 
epóxicas de baja hidratación, rejillas de cobre, acetato de uranilo, 
citrato de plomo, azul de toluldina, moldes de inclusión y material 
quirúrgico fino se obtuvieron de Electron Microscopy Science. La cuchilla 
de diamante y el vidrio para preparar cuchillas se obtuvieron de Peleo 
International. Los rollos de película para el microscopio electrónico de 
transmisión fueron de la casa Agfa-Gevaert AG. El papel para la 
impresión de micrografías en blanco y negro fue de la marca Eastman 
Kodak Company. 
Lipopolisacárido (LPS) de E. co/i 0111:B4 marca Sigma Chemical 
Company. 
Los estuches comerciales de la técnica de ELISA para la 
determinación de TNFa en suero y homogenizados de pulmón fueron de 
la marca GENZYME. 
El Haemaccel que se utilizo para diluir la Peroxisomicina A-l fue de 
la marca Behring 
Para el homogenizado de pulmón: se utilizo PMSF (Fenil metil 
sulfonil fluoruro), CHAPS (3-[{3-Colamidopropil) dimetil amonio] 1 propano 
sultanato) marca Sigma Chemical Company. 
Para el cultivo de órgano: Se utilizó medio esencial mínimo (MEM) 
con sales de Eagle, insulina, acetato de retinal, hidrocortisona, 
penicilina-estreptomicina-fungizona (PSF), gentamicina, piruvato, y 
solución de Hanks se obtuvieron de Sigma Chemical Company. Las 
placas de cultivo se obtuvieron de Costar. Los cartuchos y filtros para 
esterilizar soluciones fueron de Millipore Corporation. El Gelfoam que se 
utilizó en las placas de cultivo fue de la marca Upjohn Company, Agar 
bacteriológico marca BIOXON, p-NADH se adquirió de Merck. 
Los reactivos utilizados para la determinación de proteínas por el 
método de Lowry: albúmina sérica bovina, Tartrato de Na y K, Sulfato de 
cobre (CuSCU), Carbonato de sodio (Na2CC>3), Hidróxido de sodio 
(NaOH) y Folin Ciocalteau se obtuvieron de Productos Químicos 
Monterrey. 
Peroxisomicina A-l. Este compuesto antracenónico se aisló y 
purificó en el laboratorio de extracción del Departamento de 
Farmacología y Toxicología de la Facultad de Medicina, Universidad 
Autónoma de Nuevo León, fue amablemente proporcionada por el Dr. 
Alfredo Piñeyro López. Y se almacenó a -20 °C protegida de la luz y la 
humedad 
2.4 METODOS 
2.4.1 Grupos experimentales 
Se utilizaron 400 ratones albinos machos cepa CD-1 con un peso 
promedio de 30g, divididos en ocho grupos de 50 animales cada uno, 
que recibieron los siguientes tratamientos: 
Tres grupos a los que se les administró Peroxisomicina A-l, a una 
concentración de 13.04mg/kg de peso que equivale a dos veces la DL50 
determinada para esta especie. Fue disuelta en cada uno de los 
siguientes vehículos: aceite de cártamo, Haemaccel o en suspensión 
con solución salina. 
Un grupo control positivo recibió LPS. Tres grupos control negativo 
recibieron únicamente vehículos por separado: aceite de cártamo, 
solución salina, Haemaccel. Un cuarto grupo no recibió ningún 





« * ' < ^ 
Tiempos de intoxicación* ^ 
50 13.04mg/Kg de peso PA1/solución salina 
50 13.04mg/Kg de peso PAl/Ac. de cártamo 
50 13.04mg/Kg de peso PA1/Haemaccel 0.5, 1, 1.5, 2, 2.5, 3, 
50 Vehículo solución salina 3.5, 4, 4.5, 5h 
50 Vehículo aceite de cártamo 
50 Vehículo Haemaccel 
50 LPS Control positivo 
50 Sin Tratamiento 
aEn el tratamiento d e Peroxisomicina A-l e n suspensión con solución salina, la Peroxisomicina A l 
se disolvió en etanol absoluto y después se agregó la solución salina formándose así una 
suspensión. 
bLos 50 ratones de c a d a condición experimental se subdividieron en 10 grupos d e 5 ratones para 
c a d a tiempo experimental. 
Para cada condición experimental se utilizaron 50 ratones, los que se 
subdividieron en 10 grupos de 5 ratones que se sacrificaron a los 
siguientes tiempos despúes de la administración de los tratamientos: 0.5, 
1, 1.5, 2,2.5,3,3.5, 4, 4.5 y 5h. 
Los tratamientos se administraron en forma de una dosis única por vía 
intraperitoneal. En cada uno de los tiempos experimentales 
mencionados, cada uno de los ratones se sacrificó por dislocación 
cervical, se sujetó a una base de corcho y se llevó a cabo asepsia del 
abdomen con alcohol etílico al 70%. Se abrió la cavidad abdominal y se 
hizo una punción en la vena cava inferior para obtener la mayor 
cantidad de sangre. Posterior a la punción, se abrió el tórax para 
obtener los pulmones, de los cuales el pulmón derecho se fragmentó en 
porciones de 1 mm3. Los fragmentos se procesaron hasta su inclusión en 
resinas epóxicas. El pulmón izquierdo se homogenizó para realizar la 
cuantificación de TNFa por un método de ELISA. 
En el sobrenadante del homogenizado se llevó a cabo la cuantificación 
de proteínas por el método de Lowry68. 
Las muestras de suero y pulmones para homogenizar fueron 
almacenados a -70°C hasta colectar el total de las muestras de todos los 
grupos de tratamiento. 
La figura 2 muestra un diagrama que representa la estrategia 
experimental de este trabajo. 
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Figura 2. Resumen de la estrategia experimental 
2.4.2 Microscopía electrónica 
Todas las muestras de pulmón destinadas para microscopía 
electrónica se fijaron en una solución de Karnovsky-lto al 1.5% en buffer 
de cacodilatos*9; posteriormente se lavaron, y se llevó a cabo una 
postfijación en tetraóxido de osmio al 2%. Enseguida se hizo una tinción 
en bloque con nitrato de uranilo al 1%, posteriormente una 
deshidratación gradual con diferentes concentraciones de acetona y 
finalmente los fragmentos se incluyeron en resinas epóxicas70. (Apéndice 
A] 
2.4.3 Análisis ultraestructural 
A partir de las muestras de pulmón procesado hasta su inclusión 
en resinas epóxicas se prepararon cortes finos en un ultramicrotomo LKB 
Ultratome V, los cuales se montaron en rejillas de cobre y se contrastaron 
con citrato de plomo y acetato de uranilo71-72, para ser observados en 
un microscopio electrónico Cari Zeiss EM 109 
Se llevó a cabo la evaluación utraestructural de la región alveolar 
del pulmón de animales intoxicados con los diferentes tratamientos de 
Peroxisomicina A-l, fragmentos de cultivo en presencia de 
Peroxisomicina A-l y controles correspondientes. 
2.4.4 Análisis morfométrico 
En el caso de las muestras sometidas a la evaluación 
morfométrica se prepararon cortes semifinos de 1¿im de grosor y se 
tiñeron con azul de toluidina para ser observados en un microscopio de 
luz Cari Zeiss a 1250 aumentos 
Se contó el número de perfiles celulares correspondientes a PMN, 
Macrófagos y Linfocitos presentes por cada 100 alvéolos para cada 
tiempo y condición experimental (Fig. 3) 
Después de haber realizado el conteo de perfiles celulares 
correspondientes al pulmón de cada uno de los animales de cada 
condición experimental, se obtuvo el valor promedio y la desviación 
estándar de cada una de las mediciones. Posteriormente se gráfico el 
número de perfiles celulares en función del tiempo. 
Figura 3. ANALISIS MORFOMETRICO: Pulmón de ratón que muestra los diferentes tipos de 
perfiles celulares que se contaron, p poiimorfonucleares y I linfocitos dentro de 
capilares, y m macrófagos dentro de a espacios alveolares. Fotomicrografía de luz. 
Inclusión en resinas epóxicas. Azul de totuidina, 126x 
2.4.5 Análisis estadístico 
En el análisis morfométrico cada punto de las gráficas es el valor 
promedio de cinco conteos: para cada tiempo y tratamiento se obtuvo 
un valor promedio con su desviación estándar, y estos fueron sometidos 
a una contrastación estadística con la prueba t-student pareada, 
comparándose siempre los datos obtenidos de los grupos problema 
tratados con Peroxisomicína A-l y sus controles correspondientes. La 
significancia estadística se representa en todas las gráficas con un 
asterisco. 
2.4.6 Obtención de sangre para la cuantificación de TNFa 
Se obtuvo una muestra de sangre de cada uno de los 400 ratones 
que recibieron los diferentes tratamientos en cada uno de los tiempos 
experimentales. Se abrió la cavidad abdominal y se hizo una punción en 
la vena cava inferior para obtener la mayor cantidad de sangre. La 
sangre se dejó coagular; posteriormente se centrifugó y se hicieron 
alícuotas de 250^ 1, y se conservaron a -70°C hasta que se llevó a cabo la 
cuantificación del TNFa por el método de ELISA con un estuche 
comercial marca Genzyme. 
2.4.7 Homogenizado de pulmón para la cuantificación de TNFa 
En un homogenizador Bélico de 50-60Hz se homogenizó el pulmón 
(obtenido como se describe en la sección 2.4.1) en 1.5ml de solución 
salina balanceada de Hanks (HBSS) fría (4°C) que contenía 2mM de 
PMSF como inhibidor de proteasas y 0.1% de CHAPS como detergente 
para membranas. 
Durante el procedimiento se mantuvo el tubo de homogenización 
en hielo, se midió el volumen total y se separó una alícuota para la 
determinación de proteínas totales. El homogenizado se centrifugó en 
tubos Eppendorf a 14000 r.p.m. a 4°C por 25min„ se separó el 
sobrenadante y se midió el voiumen total. Finalmente se realizó la 
cuantificación de proteínas por el método de Lowry64 y la cuantificación 
de TNFa por el método de ELISA utilizando un estuche comercial de la 
marca Genzyme. 
2.4.8 Cuantifícacíón de TNFa por ELISA (Enzyme linked 
immunosorbent assay) 
En la prueba de ELISA para la cuantifícacíón de TNFa se empleó el 
principio de anticuerpos múltiples en sandwich. La placa de ELISA de 96 
pocilios plásticos de microtitulación estaba cubierta con anticuerpo 
monoclonal anti TNFa de ratón, que se utilizó para unir al TNFa presente 
en estándares y muestras problema. 
Posteriormente se lavó la placa para retirar el material libre que no se 
unió y se agregó anticuerpo policlonal anti TNFa conjugado con 
peroxidasa (anti-TNFa Conjugado HRP) que se unió al TNFa. 
La placa se lavó de nuevo para retirar el material libre (no unido). 
Se agregó la solución de substrato que dio inicio a la reacción de la 
peroxidasa, la cual se detectó por medio de un cambio de color en la 
solución, posteriormente esta reacción se detuvo por acidificación con 
H2SO4 1M. La absorbancia que se midió a 450nm es proporcional a la 
concentración de TNFa presente en los estándares y en las muestras 
problema. 
Para calcular la concentración de TNFa de las muestras problema, se 
realizó una curva de calibración de estándares de 35, 140, 560 y 
2240pg/ml de TNFa (Apéndice A). Al obtener las lecturas de los 
estándares se hizo una curva de concentración mediante un análisis de 
regresión lineal y se calculó la concentración de las muestras problemas. 
2.4.9 Determinación de proteínas por el método de LOWRY 
Se llevó a cabo una precipitación de las proteínas con ácido 
tricloracético (C2HCI3O2, TCA) al 10%, posteriormente al precipitado se le 
agregó una mezcla de tartrato de Na y K al 0.6%, CuSC>4 al 0.3%, Na2CC>3 
al 30%, NaOH 0.8N y agua desionizada. 
Se dejó reposar por 10 minutos a temperatura ambiente, y se le agregó 
una mezcla de reactivo de Folin-Ciocalteau 2N y agua desionizada; se 
dejo reposar 30 minutos a temperatura ambiente y se midió la 
absorbancia a 750nm, se ajustó el cero con el blanco de reactivo. 
Se utilizó una curva de calibración de proteínas de estándares de 
albúmina sérica bovina (BSA) para calcular la concentración de 
proteínas de las muestras problema. (Apéndice A) 
2.4.10 Cultivo de órgano 
El cultivo de órgano se llevó a cabo de acuerdo con la técnica 
descrita por Sepúlveda y col.73- Todo el material empleado para el 
cultivo de órgano se esterilizó por calor húmedo en el autoclave (121 °C 
por 45 minutos) y por (gas 2horas). El medio nutriente y suplementos se 
esterilizaron por filtración con membrana de 0.22|xm de poro. El 
procedimiento de cultivo se llevó a cabo bajo una campana de flujo 
laminar horizontal en condiciones estériles. 
2.4.10.1 Preparación del pulmón para el cultivo de órgano. 
Debido a las características histológicas de pulmón, para el cultivo 
de órgano se utilizó una técnica de expansión de espacios alveolares, 
mediante la inyección de agar a través de la tráquea, de esta manera 
se evitó que se colapsaran los alvéolos74. 
Para esto se sacrificó un ratón por dislocación cervical, sé perfundió con 
solución salina a través del ventrículo derecho para retirar la sangre de 
los pulmones, se extrajo el bloque cardiopulmonar (tráquea, pulmones y 
corazón) y se canalizó a través de la tráquea, para inyectar agar 
bacteriológico marca BIOXON al 0.5% disuelto en medio de cultivo. 
Posteriormente el pulmón se mantuvo en una caja de Petri estéril a 4°C 
por 15 minutos. Después de que se solidificó el agar se separaron los 
pulmones y se fragmentaron en porciones de 1 mm3 
2.4.10.2 Preparación de las placas de cultivo con gelfoam. 
Previo a la incubación de los explantes de pulmón cada placa de cultivo 
(Fig. 4) fue cubierta con una esponja de colágena (Gelfoam) y se 
esterilizaron todas las placas con gas. 
Al llevar a cabo el procedimiento de cultivo el Gelfoam se impregnó con 
cada una de las cuatro concentraciones de Peroxisomicina A-l en el 
medio de cultivo por separado. También se impregnaron otras esponjas 
con medio nutriente sin Peroxisomicina A-l. 
Figura 4. Cámara de cultivo de órgano (a), fragmentos de pulmón (b), soporte de 
colagena impregnado con medio de cultivo y Peroxisomicina Al {c ). 
2.4.10.3 Medio de cultivo 
Se utilizó medio esencial mínimo (MEM) con sales de Eagle 
(SIGMA) suplementado con 1.0 mg/ml de insulina O.lmg/ml de acetato 
de retinal, 0.1 mg/ml de hidrocortisona, 0.1 % de penicilina-
estreptomicina-fungizona (PSF) y 100 mg/ml de gentamicina. 
Se preparó una solución concentrada de 1 mg/ml de Peroxisomicina A-l, 
inmediatamente antes de su uso, de la siguiente forma: primero se 
disolvió en 50^ 1 de etanol absoluto, y se llevo a un lml con medio 
nutriente y posteriormente se prepararon 4 concentraciones finales de 
Peroxisomicina A-l en el medio de cultivo 0.2, 2, 5 y 25 ^ ig/ml 
La incubación de los fragmentos se llevó a cabo en una incubadora 
Hotpack en 95% de aire y 5% de CO2 a los siguientes tiempos: 1,2,4,6,8,12 
y 24h con cuatro concentraciones diferentes de Peroxisomicina A-l y sus 
correspondientes controles sin Peroxisomicina A-l. (Apéndice A) 
Posterior a los tiempos experimentales los explantes se 
recolectaron de las placas y se procesaron hasta su inclusión en resinas 
epóxicas. El medio de cultivo se recolectó para llevar a cabo la prueba 
de viabilidad. 
2.4.10.4 Prueba de viabilidad 
Actividad de LDH en el medio de cultivo 
Se determinó la actividad de la enzima lactato deshidrogenasa 
liberada al medio de cultivo para tener un valor cuantitativo de la 
pérdida de viabilidad celular75. 
Se consideró un cultivo viable, aquel en el que se obtuvo una 
liberación de LDH al medio de cultivo menor del 20%. 
Se colectó el medio de las placas de cultivo, se centrifugaron 
(14,000 rpm, 4°C, 5 a 10 minutos) y en los sobrenadantes se determinó la 
actividad de LDH. 
La actividad de LDH se determinó según el método 
espectrofotométrico de Vassault, el cual se basa en la medición de la 
oxidación de NADH a NAD+, a una longitud de onda de 340nm. El 
procedimiento se muestra en Apéndice A 
LDH 
piruvato + NADH + H+ ^ * NAD+ + lactato 
CAPITULO TRES 
RESULTADOS 
3.1 Análisis morfológico a microscopía de luz 
3.1.1 Descripción morfológica a microscopía de luz de la lesión 
pulmonar de ratones intoxicados con Peroxisomicína A-1 disuelta 
en diferentes vehículos: 
Las figuras 5, 6 y 7 muestran las alteraciones histológicas presentes 
en la lesión pulmonar de los animales tratados con Peroxisomicína A-1 
disuelta en diferentes vehículos. La lesión se caracterizó por la presencia 
de PMN en los capilares alveolares y congestión vascular que se observó 
desde los 30 min posteriores a la intoxicación, aumentando 
progresivamente. También se pudo identificar la presencia de una 
"membrana hialina" en los alvéolos, la que se observa como un material 
granular de tinción acidófila. Estas alteraciones en conjunto causaron un 
aumento del grosor de los tabiques interalveolares. Se identificó 
hemorragia alveolar después de 4h de intoxicación. 
En los capilares alveolares se observaron también linfocitos 
aunque en menor cantidad que los PMN. Por el contrario, en los 
espacios alveolares las células predominantes fueron los macrófagos 
alveolares. 
En particular en la lesión pulmonar causada por Peroxisomicina A-
1 disuelta en Haemaccel se observó un tipo celular diferente a lo 
observado antes dentro de los capilares alveolares. Estas células fueron 
identificadas posteriormente como linfocitos grandes granulares (células 
NK) al cumplir con las características morfológicas descritas para estas 
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Figura 5. Pulmón de ratón A)tratamiento con 0.2m! de solución salina (control). Obsérvese los espacios 
alveolares bien distendidos a, paredes alveolares delgadas (flecha) y capilares vacíos c. B-D Tratamiento 
con 13.04mg/Kg de peso de Peroxísomicina A-l en suspensión con solución salina. B)2h post-tratomiento 
obsérvese los tabiques interalveolares gruesos (cabeza de flecha), la presencia de la membrana hialina 
(flecha) y congestión vascular cv. C) 4.5h post-tratamiento obsérvese la presencia de poümorfonucleares 
atrapados en capilares alveolares p, hemorragia alveolar h, engrosamiento de tos tabiques interalveolares. 
D)5h post-tratamiento obsérvese tos tabiques interalveolares muy gruesos, poümorfonucleares atrapados en 
los capilares alveolares y congestión vascular. Fotomicrografías de luz. Inclusión en resinas epóxicas, Azul de 
toluidina 126x. 
Figura 6. Pulmón de ratón A)tratamiento con Q.2m1 de aceite de cártamo (control). Muestra las paredes 
alveolares delgadas y capilares vacíos (flecha). B-D Tratamiento con 13.04mg/Kg de peso de 
peroxisomiclna A-l en dilución con aceite de cártamo. B)2h post-tratamlento obsérvese hemorragia 
alveolar h, pofimorfonucleares atrapados en capilares alveolares p, un macròfago en un espacio alveolar 
m, C) 3h post-tratamiento obsérvese la membrana hialina (flecha) y polimorfonucteares atrapados en 
capilares. D)5h post-tratamiento obsérvese el aumento de grosor de los tabiques interalveolares (cabeza de 
flecha), congestión vascular cv, hemorragia alveolar. Fotomicrografía de luz. inclusión en resinas epóxlcas. 
Azul de toluidina 126x. 
Figura 7. Pulmón de ratón A)tratamiento con 0.2mi de Haemaccei (control). Muestra espacios alveolares 
bien distendidos y tabiques interalveolares delgados. &-D Tratamiento con 13.04mg/Kg de peso de 
Peroxisomicina A-l en dilución con Haemaccei. Bj1h post-tratamiento muestra congestión vascular cv y 
membrana hialina (flecha). C)2.5h post-tratamiento obsérvese el aumento de grosor de los tabiques 
interalveolares (cabeza de flecha), hemorragia alveolar, membrana hialina y pofimorfonucleares en los 
capilares alveolares p. D) 5h post-tratamiento obsérvese la hemorragia alveolar, polimorfonucleares 
atrapados en capilares alveolares p, engrasamiento de los tabiques ¡nteratveolares. Fotomicrografía de luz. 
Inclusión en resinas epóxlcas. Azul de toluidina 126x. 
Figura 8. Pulmón de ratón. Tratamiento con 13.04mg/Kg de peso de Peroxisomicína A-1 
en dilución con Haemaccel. Obsérvese engrasamiento de los tabiques interalveolares 
(flecha). Células NK atrapadas en capilares alveolares NK. Fotomicrografía de luz. 
Inclusión en resinas epóxicas. Azul de toluidina 126x. 
Todos los resultados morfológicos de microscopía de luz obtenidos 
del análisis de cortes semifinos de los diferentes tratamientos con 
Peroxisomicina A-l y controles correspondientes fueron comparados con 
los resultados obtenidos del control sin tratamiento (Fig. 9A) que 
correspondió a nuestro control negativo y con el tratamiento con LPS 
(FÍg.9B) que correspondió a nuestro control positivo, en el que se observó 
la lesión histopatológica característica del SIRA en su fase aguda. Se 
caracterizó por secuestro de polimorfonucleares y linfocitos en los 
capilares alveolares, infiltración de leucocitos y eritrocitos en el intersticio, 
membrana hialina, hemorragia alveolar y aumento del grosor de los 
tabiques ¡nteralveolares. 
Figura 9. Pulmón de ratón. A) Control sin tratamiento que muestra espacios alveolares bien distendidos a, 
tabiques interalveolares delgados y capilares ocupados por eritrocitos (flecha). B) 2h de tratamiento con 
400ng de LPS/0.2ml de solución salina, obsérvese la lesión característica del SDRA, abundantes 
polimorfonucleares atrapados en los capilares alveolares p, membrana hialina (flecha), congestión vascular 
cv, engrosamiento de los tabiques interalveolares (cabeza de flecha). Fotomicrografía de luz. Inclusión en 
resinas epóxicas. Azul de toluidina, i 26x. 
3.2 Análisis ultraestructural 
3.2.1 Descripción ultraestructural de la lesión pulmonar de ratones 
intoxicados con Peroxisomicina A-1 disuelta en diferentes 
vehículos: 
Se observó daño gradual de la barrera alvéolo-capilar asociado a 
la presencia de PMN y linfocitos atrapados en los capilares alveolares. 
También se observaron macrófagos alveolares como lo muestran las 
figuras 10 y 11. 
En los tres tratamientos de Peroxisomicina A-1 disuelta en diferentes 
vehículos se encontraron las mismas alteraciones ultraestructurales, las 
cuales consistieron en que a tiempos iniciales de intoxicación se observó 
la presencia de PMN en capilares alveolares, sin daño aparente a las 
células endoteliaies (Fig. 10B), posteriormente se observó la adhesión de 
PMN a las células endoteliaies (Fig. 10C), también se encontraron 
linfocitos en los capilares pero en mucha menor cantidad comparada 
con los PMN. Las células endoteliaies presentaron edema, ruptura de la 
membrana y desorganización del citoplasma (Fig. 10C). En los espacios 
alveolares observamos la presencia de material electrodenso, esto es lo 
que se conoce a microscopía de luz como membrana hialina (Fig. 10D). 
También se observó edema y destrucción de las células del intersticio 
(Fig. 11 A). Al mayor tiempo de intoxicación se encontró destrucción de 
las células endoteliaies, daño a la membrana basal y daño a 
neumocitos tipo I (Fig. 11B) lo que dio como resultado ruptura de la 
barrera alvéolo-capilar y la presencia de PMN atrapados en la luz 
capilar como se muestra en la (Fig 11C). 
3.2.2 Linfocitos grandes granulares (Células NK) en la lesión 
pulmonar de animales tratados con Peroxisomicina A - l disuelta en 
Haemaccel . 
Como se mencionó en la descripción a microscopía de luz, la 
lesión pulmonar de los animales tratados con Peroxisomicina Al disuelta 
en Haemaccel mostró la presencia de posibles células NK además de 
los tipos celulares ya descritos; en la (Fig. 12) se muestra la ultraestructura 
de esta célula, en este caso atrapada en un capilar alveolar. 
Figura 10. Pulmón de ratón AJ Control sin tratamiento obsérvese la membrana alvéolo capilar delgada 
(flecha), B-D Tratamiento con 13.04mg/Kg de peso de Peroxisomicina A-l que muestra daño a la barrera 
alvéolo capilar. BJPofimorfonuclear p dentro de un capllarsin daño a célula endoteHal (flecha). C) Adhesión 
de poBmorfonuclear p en célula endoteRai con edema (flecha). D)Material electrodenso en el espacio 
alveolar (flecha). Micrografías electrónicas de transmisión. Inclusión en resinas epóxícas, confrastación de 
cortes ultrafinos con Acetato de uranilo y Cftrato de plomo. 7000x 
Figura 11. Pulmón de ratón tratado con 13.04mg/kg de peso de Peroxisomicina A-l A) Polimorfonuclear 
atrapado en un capilar alveolar la (flecha) muestra daño y destrucción de la célula endotelial y la cabeza 
de flecha muestra daño a las células del intersticio. B) obsérvese daño y destrucción de neu mocito tipo I 
(flecha). C) Daño y destrucción de la barrera alvéolo capilar (flecha). Micrografías electrónicas de 
transmisión. Inclusión en resinas epóxicas, contrastación de cortes ultrafinos con Acetato de uranilo y Citrato 
de plomo. 7000x 
Figura 12. Pulmón de ratón. Tratamiento con 13.04mg/Kg de peso de Peroxisomicina A-l en dilución con 
Haemaccel. Obsérvese una célula NK atrapada en un capilar alveolar los gránulos en su citoplasma 
(flecha) y el núcleo ¡dentado es característico de este tipo celular. Micrografia electrónica de transmisión, 
Inclusión en resinas epóxicas, contrastación de cortes ultrafinos con Acetato de uranilo y Citrato de plomo. 
7000x 
3.3 Análisis morfométrico por microscopía de luz de perfiles 
celulares de PMN, linfocitos y macrófagos presentes en la región 
alveolar del pulmón de animales intoxicados con Peroxisomicina 
A-1 y control. 
3.3.1 Análisis morfométrico de pulmón de animales tratados con 
Peroxisomicina A-1 en suspensión con solución salina. 
3.3.1.1 POLIMORFONUCLEARES.-
E1 análisis morfométrico de los PMN presentes en los pulmones de 
ratones que recibieron el tratamiento con Peroxisomicina A-1 en 
suspensión con solución salina (Fig.l3A) mostró un aumento muy 
pronunciado de estas células después de 1.5h de intoxicación, que 
posteriormente disminuyó en tiempos intermedios para aumentar 
gradualmente hasta el mayor tiempo experimental. Al graficarse los 
datos muestran una curva bifásica. 
Se encontró diferencia significativa (pO.OOl) en todos los puntos al 
comparar los datos obtenidos con el tratamiento de Peroxisomicina A-1 
en suspensión con solución salina y aquellos obtenidos con el vehículo 
solución salina. 
En la (Fig. 13A) también muestra el resultado obtenido con el tratamiento 
con LPS (control positivo), que fue donde se encontró la mayor cantidad 
de PMN en todos los tiempos estudiados y se obtuvo una diferencia 
significativa (pO.OOl) al compararse con los datos obtenidos en los 
pulmones de animales tratados con el vehículo solución salina. 
En ios pulmones de animales control sin tratamiento y de aquellos 
tratados con el vehículo solución salina, fue en donde se encontró la 
menor cantidad de PMN. 
3.3.1.2 MACROFAGOS 
La (Fig. 13B) muestra la cantidad de macrófagos alveolares 
presentes en los pulmones de animales tratados con Peroxisomicina A-l 
en suspensión con solución salina. Se observó un aumento en función del 
tiempo, que mostró diferencia significativa (p<0.001) en todos los tiempos 
al comparar los datos con el pulmón de animales a los que se les 
administró solamente vehículo solución salina. 
Los pulmones de animales que recibieron el tratamiento con LPS 
mostraron la mayor cantidad de macrófagos alveolares, comparado 
con los otros tratamientos analizados. Se encontró una diferencia 
significativa en todos los tiempos (pO.OOl) al comparar los datos de LPS 
y vehículo solución salina. En el tratamiento con vehículo solución salina 
y control sin tratamiento la cantidad de macrófagos que se observó fue 
la mas baja de todos los tratamientos y no se encontró diferencia 
significativa al compararlos entre sí. 
3.3.1.3 LINFOCITOS 
La cantidad de linfocitos en los pulmones de animales intoxicados 
con Peroxisomicina A-l en suspensión con solución salina (Fig.l3C) 
aumentó en función del tiempo. Se encontró diferencia significativa 
(p<0.001) desde 2.5 hasta 5h al compararlos con el vehículo solución 
salina. Los pulmones de animales que recibieron el tratamiento con LPS 
mostraron que la cantidad de linfocitos aumentó en función del tiempo. 
Además se encontró diferencia significativa (pO.OOl) en todos los 
tiempos experimentales al compararlos con los pulmones de animales 
que recibieron únicamente el vehículo solución salina. 
En los pulmones de los animales tratados con vehículo solución salina y 
control sin ningún tratamiento, fue donde se observó la menor cantidad 
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Figura 13. Gráfica A, B y C muestran las Cinéticas de poiimorfonucleares, macrófagos y Linfocitos en pulmón 
de ratón tratado con: Peroxisomicina A-1 en suspensión con solución salina, Upopoiisacárido LPS, Control 
vehículo solución salina. Control sin tratamiento. Después de llevar a cabo el análisis morfométrico en cortes 
semifinos. Los valores de cada punto representan la media de cinco conteos para cada tiempo ± desviación 
estándar. 
3.3.2 Análisis morfométrico de pulmón de animales tratados con 
Peroxisomlcina A-1 en dilución con aceite de cártamo. 
3.3.2.1 POLIMORFONUCLEARES: 
En los pulmones de animales tratados con Peroxisomicina A-1 en 
dilución con aceite de cártamo (Fig. 14A) se observó aumento gradual 
en la cantidad de PMN hasta llegar al mayor tiempo de intoxicación. 
Se encontró diferencia significativa (pO.OOl) en los tiempos de 3 a 5 
horas al comparar los datos obtenidos con el vehículo aceite de 
cártamo. 
Al observar el pulmón de animales a los que se les administró el vehículo 
aceite de cártamo se encontró que se induce un incremento en la 
cantidad de PMN, pero éste no aumenta en función del tiempo. Se 
encontró diferencia significativa en todos los tiempos (pO.OOl) al 
comparar los datos con el control sin ningún tratamiento. 
3.3.2.2 MACROFAGOS: 
En los pulmones de animales que recibieron el tratamiento con 
Peroxisomicina A-1 en dilución con aceite de cártamo (Fig.HB) se 
observó que la cantidad de macrófagos alveolares mostró una 
tendencia de aumento en función del tiempo, encontrándose 
diferencia significativa (pO.OOl) para los puntos 2.5, 4.5 y 5h al 
compararlos con el vehículo aceite de cártamo. 
El vehículo aceite de cártamo tuvo un comportamiento similar al control 
sin ningún tratamiento ya que solo encontramos diferencia significativa a 
las 5h (p<0.05) 
3.3.2.3 L1NFOCITOS: 
En los pulmones de animóles que recibieron el tratamiento con 
Peroxisomicina A-l en dilución con aceite de cártamo (Fig. 14C) 
mostraron que la cantidad de linfocitos sigue una tendencia de 
aumento con respecto al tiempo de intoxicación, se encontró diferencia 
significativa (p<0.001) en los puntos 3.5, 4.5 y 5h, al compararlos con el 
vehículo aceite de cártamo. No se encontró diferencia significativa al 
comparar el vehículo aceite de cártamo y el control sin tratamiento. 
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Figura 14. Gráfica A. B y C muestran las Cinéticas de polimorfonucleares, macrófagos y Unfocitos en pulmón 
de ratón tratado con: Peroxisomicina A-l en dilución con aceite de cártamo, Upopolisacárido LPS, Control 
vehículo aceite de cártamo. Control sin tratamiento. Después de llevar a cabo el análisis morfométrico en 
cortes semiflnos. Los valores de cada punto representan la media de cinco conteos para cada tiempo ± 
desviación estándar. 
3.3.3 Análisis morfométrico de pulmón de animales tratados con 
Peroxisomicina A - l en dilución con Haemaccel . 
3.3.3.1 POLIMORFONUCLEARES 
Los pulmones de animales a los que se les administró el 
tratamiento con Peroxisomicina A-l disuelta en Haemaccel mostraron un 
aumento en la cantidad de PMN posterior a 1.5h de intoxicación, se 
observó una ligera disminución de la cantidad de PMN en tiempos 
intermedios, y posteriormente esta cantidad aumentó (Fig. 15A) 
Al comparar los tratamientos con Peroxisomicina A-l disuelta en 
Haemaccel y vehículo Haemaccel se encontró diferencia significativa 
(pO.OOl) para los tiempos de 1 hasta 5 horas de intoxicación 
En el tratamiento con vehículo Haemaccel se observó un aumento de 
PMN con respecto al control sin ningún tratamiento pero no aumentó en 
función del tiempo. 
Existe diferencia significativa (p<0.05) al comparar los datos del vehículo 
Haemaccel con el control sin tratamiento. 
3.3.3.2 MACROFAGOS 
Los pulmones de animales que recibieron el tratamiento 
Peroxisomicina A-l en Haemaccel mostraron una tendencia al aumento 
en la cantidad de macrófagos en función del tiempo, ya que solo se 
encontró diferencia significativa (p<0.05) en el tiempo de 5h al comparar 
los datos con el vehículo Haemaccel (Fig.l5B) 
No se encontró diferencia significativa al comparar el control sin 
tratamiento y el vehículo Haemaccel. 
3.3.3.3 LINFOCITOS 
En los pulmones de animóles que recibieron el tratamiento con 
Peroxisomicina A-l en dilución con Haemaccel (Fig. 15C) mostraron la 
mayor cantidad de linfocitos, se encontró diferencia significativa 
(pO.OOl) para los tiempos de 1.5 hasta 5h al comparar los datos con el 
vehículo Haemaccel. 
La cantidad de linfocitos que se encontró en el tratamiento con 
Peroxisomicina A-l disuelta en Haemaccel superó a la cantidad de 
linfocitos que se observó con el tratamiento de LPS que utilizamos como 
control positivo. El vehículo Haemaccel induce un aumento de linfocitos 
en pulmón, ya que al compararlo con el control sin ningún tratamiento, 
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Figura 15. Gráfica A, B y C muestran las Cinéticas de poiimorfonucleares, macrófagos y Linfocitos en pulmón 
de ratón tratado con: Peroxisomicina A-l en dilución con Haemaccel, Lipopolisacórido LPS, Control vehículo 
Haemaccel, Control sin tratamiento. Después de llevar a cabo el análisis morfométrico en cortes semiflnos. Los 
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3.3.3.4 Células NK 
Al llevar a cabo el análisis morfométrico del pulmón de anímales 
tratados con Peroxisomicina Al disueita en Haemaccel y el control 
vehículo Haemaccel se contaron posibles células NK presentes en 
capilares alveolares. Se encontró diferencia significativa pO.QQl para los 
tiempos de 3.5 a 5 horas al comparar los datos con el vehículo 
Haemaccel (Fíg. 16) 
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ñgura 16. Cinética de células NK en pulmón de ratón tratado con Peroxisomicina Al 
disuelto en Haemaccei y control vehículo Haemaccel los valores de cada punto 




3.4 Cuantífícacíón de TNFa en suero de ratones intoxicados con 
Peroxísomicina A-1 disuelta en diferentes vehículos.-
La {Fig. 16) muestra los valores de TNFa en suero de ratones 
tratados con Peroxísomicina Al disuelta en diferentes vehículos y 
controles correspondientes. 
Los niveles de TNFa obtenidos para el tratamiento con 
Peroxísomicina Al en suspensión con solución salina después de 1 y 1.5h 
de intoxicación, fueron de 10755.94 pg/ml de suero y 9315.24 pg/ml de 
suero respectivamente, estos niveles fueron muy parecidos a los 
encontrados con el tratamiento de LPS que utilizamos como control 
positivo, ya que a estos mismos tiempos se obtuvieron niveles de 10800 
pg/ml de suero después lh de aplicación de LPS y 10723 pg/ml de suero 
posteriora 1.5h. 
En el suero de animales que recibieron el tratamiento con 
Peroxísomicina A-1 en dilución con Haemaccel, encontramos niveles de 
TNFa de 984.98 pg/ml de suero 1.5h después de la intoxicación, y a las 2h 
encontramos una disminución muy marcada que posteriormente 
aumentó desde las 3h hasta las 5h de intoxicación. 
En el tratamiento con Peroxísomicina A-1 disuelta en aceite de 
cártamo los niveles de TNFa que se encontraron en tiempos iniciales 
fueron muy bajos, pero a 3 h de intoxicación se encontró 134.06 pg/ml 
de suero el cual disminuyó a partir de 4h. 
En el suero de animales que recibieron vehículo aceite de 
cártamo encontramos 862.04 pg/ml de suero a las 2h después del 
tratamiento, y a las 3h de tratamiento los niveles fueron de 625.10 pg/ml 
de suero, sorpresivamente estos niveles se mantuvieron altos al 
compararlos con los valores obtenidos con los sueros de los animales 
tratados con Peroxísomicina A-1 en dilución con aceite de cártamo. 
El vehículo Haemaccel indujo niveles bajos de TNFa en todos los 
tiempos experimentales. 
En los sueros de los animales tratados con el vehículo solución 
salina y los controles sin ningún tratamiento no se encontraron niveles de 
TNFa en ningún tiempo experimental. 
Como una manera de verificar la reproducibilidad y confiabilidad 
de las lecturas y controles se repitieron algunas determinaciones como lo 
muestra la Tabla III. 
TABLA III 
Tratamiento Absorbancia Concentración pg/ml 
Control sin Tx. 0.231 0 
0.222 0 
LPS 30min. 0.712 1098.54 
0.727 1121.68 
PA-1/Aceite 3.5h 0.24? 27.77 
0.252 32.40 
PA-1/Aceite 4h 0.282 78.68 
0.279 74.05 
LPS (Sobrenadante) 5h 1.076 8060.18 
0.960 6953.69 
Tabla III lecturas de absorbancia y concentración de TNFa de problemas y controles. 








Figura 17. Cinética de pg de TNFa/ml de suero de ratones que recibieron diferentes 
tratamientos de Peroxisomicina A-l(PAI) y controles correspondientes. Cada punto 
representa un pool de sueros de 5 ratones para cada tiempo experimental. 
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3.5 Cuantíficación de TNFa en homogenizado de pulmón de 
ratones con diferentes tratamientos.-
La (Fig.18) muestra los niveles de TNFa en pg/mg de proteína 
(pg/mg-prot) en el sobrenadante del homogenizado de pulmón de 
animales que recibieron Peroxisomicina A1 disuelta en diferentes 
vehículos y controles correspondientes. 
El sobrenadante del homogenizado de pulmón de animales que 
recibieron el tratamiento con Peroxisomicina A-1 en suspensión con 
solución salina, mostró un nivel de TNFa de 1337.81 pg/mg-prot posterior 
a lh de tratamiento. A las 3h de tratamiento el nivel fue de 1115.86 
pg/mg-prot y a las 4.5h de tratamiento se encontró 658.97 pg/mg-prot. 
En el sobrenadante del homogenizado de pulmón de animales 
que recibieron el tratamiento con Peroxisomicina A-1 disuelta en 
Haemaccel sé encontró un nivel de 553.85 pg/mg-prot posterior a 2h de 
intoxicación, a las 4.5h de intoxicación los niveles fueron de 430.45 
pg/mg-prot. 
El sobrenadante del homogenizado de pulmón de animales que 
recibieron el tratamiento con Peroxisomicina A-1 en dilución con aceite 
de cártamo se encontró 393.9 pg/mg-prot después de 2.5h de 
tratamiento, los niveles fueron similares para el resto de los tiempos 
experimentales. 
En el sobrenadante de los pulmones de los ratones tratados con 
LPS (control positivo) fue donde se encontraron los niveles más altos de 
pg de TNFa/mg-prot comparado con todos los tratamientos analizados. 
En el tratamiento vehículo aceite de cártamo se observaron niveles mas 
altos comparados con el tratamiento con Peroxisomicina A-1 disuelta en 
aceite de cártamo. 
En el tratamiento vehículo Haemaccel observamos niveles más bajos 
comparados con el control sin ningún tratamiento en tiempos iniciales, 
pero después de 4h hubo un ligero aumento. 
El vehículo solución salina y el control sin ningún tratamiento mostraron 


















Figura 18. Cinética de pg de TNFa/mg de proteína en el sobrenadante de 
homogenizado de pulmones de ratones que recibieron diferentes tratamientos de 
Peroxisomicina A-l (PAI) y controles correspondientes. Cada punto representa un pool 
de sobrenadante de homogenizado de pulmón de 5 ratones para cada tiempo 
experimental. 
3.6 Cultivo d e ó r g a n o 
3.6.1 Viabilidad celular 
Los fragmentos de pulmón de ratón sin tratamiento que se 
cultivaron con diferentes concentraciones de Peroxisomicina A-l, fueron 
viables según los resultados obtenidos con la prueba de viabilidad de 
LDH que se libera al medio de cultivo durante el tiempo de incubación 
(Fig. 19), en la que obtuvimos lecturas menores al 20% de unidades 
totales de LDH que es la máxima cantidad aceptable que índica la 
viabilidad de un tejido in vitro. 
Estos resultados fueron obtenidos tanto para cultivos control como para 
las diferentes concentraciones de Peroxisomicina A-l. 
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Figura 19. Liberación de LDH al medio de cultivo en presencia y ausencia de 
Peroxisomicina Al ( 2|xg/ml) a diferentes tiempos de cultivo. La actividad de LDH se 
determinó por triplicado, en el sobrenadante del medio de cultivo de cada placa. 
3.6.2 Análisis por microscopía de luz de los explantes de pulmón en 
cultivo de órgano. 
El análisis por microscopía de luz de los explantes de pulmón 
incubados con Peroxisomicina A-l a diferentes tiempos mostró espacios 
alveolares bien distendidos y tabiques interalveolares delgados; no se 
observó la presencia de PMN, eosinófilos, linfocitos o células NK 
atrapados en la luz de los capilares alveolares, se observó una 
apariencia histológica normal del pulmón. La única alteración que se 
observó fue que los macrófagos alveolares mostraron signos 
morfológicos de activación (Fig. 20). 
Estos resultados fueron similares para las diferentes 
concentraciones de Peroxisomicina Al utilizadas. 
Figura 20. Pulmón de ratón A) Control sin tratamiento que muestra espacios alveolares bien distendidos a, 
tabiques ¡nteralveotores delgados (flecha) y capilares ocupados por eritrocitos. 6) 6h de cultivo de órgano 
en presencia de 2ng/ml de Peroxisomlcina A-l obsérvese los espacios alveolares bien distendidos a, 
tabiques interalveolares delgados (flecha) macrófagos alveolares con signos morfológicos de activación m. 
Fotomicrografía de luz. Inclusión en resinas epóxicas. Azul de toluídina, I2óx. 
3.6.3 Análisis ultraestructural de los explantes de pulmón en cultivo 
En el análisis ultraestructural de los explantes de pulmón incubados 
con Peroxisomicina A-1 no se encontró daño en células endoteliales ni 
en neumocítos tipo I, se observó la barrera alvéolo-capilar integra en 
todos los tiempos de incubación y a diferentes concentraciones de 
Peroxisomicina A-1 (Fig. 21) 
Un hallazgo importante fue el de los macrófagos alveolares, los cuales 
mostraron signos morfológicos de activación caracterizados por la 
presencia de abundantes vesículas vacías en el citoplasma, además de 
irregularidad en el contorno celular, lo que indica una intensa actividad 
celular (Fig. 22) 
Figura 21. Pulmón de ratón en cultivo de órgano A) Control sin Peroxisomicina A-l obsérvese un capilar 
ocupado por un eritrocito y la barrera alvéolo capilar delgada (flecha), BJóh de incubación en presencia 
de 2ng/ml de Peroxisomicina A-l que muestra un capilar alveolar con la barrera alvéolo capilar íntegra, 
(flecha). Micrografías electrónicas de transmisión. Inclusión en resinas epóxicas, Contrastación de cortes 
ultrafinos con Acetato de uranüo y Citrato de plomo. 7000x 
figura 22. Macrofago alveolar cíe pulmón en cultivo de órgano incubado con 2ng/mi de Peroxìsomicina A-i 
que muestra abundantes vesículas vacías en su citoplasma (flecha). Micrografia Electrónica de Transmisión 




Los resultados obtenidos en el presente trabajo permiten aceptar 
la hipótesis de trabajo propuesta, ya que se logró identificar la presencia 
de TNFa tanto en el suero como en el homogenado pulmonar de 
ratones intoxicados con Peroxisomicina A-1, en concentraciones 
significativamente superiores a los presentes en los animales control sin 
tratamiento. Además se encontró una estrecha relación entre la 
cantidad de PMN presentes en la reglón alveolar del pulmón y la 
concentración de TNFa en suero y pulmón. 
Sobre la ultraestructura del pulmón de hámster, cobayo, rata y 
mono intoxicados experimentalmente con Peroxisomicina A-1, 
Sepúlveda y col.30 proponen analizar la participación de factores 
mediadores del daño pulmonar. Con base en este reporte nos 
propusimos evaluar la relación existente entre los PMN y el TNFa al 
comparar los datos obtenidos con los provenientes de animales control 
sin tratamiento, control vehículo y control positivo tratado con LPS. 
Las alteraciones morfológicas observadas en el pulmón de ratón 
descritas en este trabajo no habían sido reportadas con anterioridad. Y 
coinciden con las descripciones realizadas por Sepúlveda y col.30 en 
otras especies estudiadas. 
Como una forma de cuantificar el grado de daño pulmonar 
presente en los ratones intoxicados con Peroxisomicina Al se diseñó un 
análisis morfométrico en el que se contaron los perfiles celulares de PMN, 
linfocitos y macrófagos presentes en la región alveolar del pulmón, en los 
cortes histológicos estudiados. 
El análisis morfométrico por microscopía de luz, mostró que hay un 
aumento gradual en la cantidad de PMN, linfocitos y macrófagos en 
función del tiempo. Esto coincide con la lesión pulmonar de animales 
que recibieron TNFa recombínante76en los que se reporta un incremento 
de PMN desde los 30min que fue mas marcado a las 2h. 
También se encontró que los vehículos; aceite de cártamo y 
Haemaccel por si mismos causan un aumento en la cantidad de PMN, 
linfocitos y macrófagos pero estos no aumentan en función del tiempo. 
Cuando se utilizaron vehículos acuosos para disolver la 
Peroxisomicina A-l el aumento de PMN fue mayor en tiempos iniciales, 
que el observado en el tratamiento de Peroxisomicina A-l disuelta en 
aceite de cártamo. Posiblemente la Peroxisomicina A-l en presencia de 
vehículos acuosos se absorbe más rápido y se observa el efecto a 
tiempos más cortos. 
En el análisis morfométrico se encontró que el tratamiento de 
Peroxisomicina A-l disuelta en Haemaccel, causó un aumento en la 
cantidad de linfocitos en todos los tiempos experimentales, superior a los 
valores que se encontraron con los siguientes tratamientos: LPS (control 
positivo), Peroxisomicina A-l en suspensión con solución salina y 
Peroxisomicina A-l disuelta en aceite de cártamo. 
Se encontró también que el vehículo Haemaccel es capaz de causar un 
acumulo de linfocitos superior a los que se encontraron con la 
administración de los vehículos aceite de cártamo, solución salina y 
control sin ningún tratamiento. 
Estos datos sugieren la existencia de un estímulo de la respuesta 
inmune en los animales intoxicados experimentalmente con 
Peroxisomicina A-l disuelta en Haemaccel. 
En los tratamientos con Peroxisomicina A-l en suspensión con 
solución salina y Peroxisomicina A-l en dilución con Haemaccel se 
encontraron niveles altos de TNFa en suero y en pulmón en los tiempos 
iniciales de intoxicación (1.5h). A tiempos mayores no se encontraron 
niveles altos de TNFa. La concentración de TNFa en tiempos iniciales se 
correlaciona con la mayor cantidad de PMN encontrada a estos mismos 
tiempos de intoxicación. Esto coincide con lo reportado por Leeper-
Woodford y col. ellos encontraron TNFa en circulación desde 90-120min 
después del inicio de septicemia77 
Con el tratamiento Peroxisomicina A-l disuelta en aceite de 
cártamo no se encontraron niveles altos de TNFa en suero, a pesar de 
que se observó la lesión pulmonar característica. No obstante se 
encontraron niveles altos de TNFa en el lavado peritoneal de ratones 
intoxicados con Peroxisomicina A-l disuelta en aceite de cártamo (datos 
no mostrados) 
Se encontraron niveles moderados de TNFa presentes en el suero y 
en el pulmón de animales que recibieron el tratamiento con el vehículo 
aceite de cártamo. El análisis por microscopía de luz, del pulmón de 
estos animales mostró que si existe un acumulo de PMN en los capilares 
alveolares, pero estos no aumentan con respecto al tiempo de 
intoxicación. 
En el tratamiento con LPS (control positivo) se encontró la mayor 
concentración de TNFa en suero y en pulmón ya que es el inductor más 
potente conocido, también se observó la lesión histopatológica 
característica del SIRA en su fase aguda lo que nos permitió comparar 
los hallazgos histopatológlcos presentes, con los observados con los 
tratamientos de Peroxisomicina A-l. 
Por otro lado se comparó la lesión pulmonar causada por la 
intoxicación experimental en ratones cepa CD-1, con el efecto presente 
en explantes de pulmón incubados con Peroxisomicina A-i a diferentes 
concentraciones. 
Al evaluar la ultraestructura de los explantes de pulmón en cultivo 
se encontró que no presentan ninguna alteración de la morfología 
normal de la barrera alvéolo-capilar. Esto sugiere que es necesaria la 
presencia de células y de mediadores químicos, que se encuentran en 
la sangre en el animal completo. 
Nuestros resultados sugieren que el TNFa no es el único mediador 
químico involucrado en el desarrollo de la lesión pulmonar ya que a 
tiempos de intoxicación más largos los niveles de TNFa disminuyen pero 
la cantidad de PMN y la magnitud de la lesión pulmonar siguen en 
aumento, lo que sugiere la participación de otras citocinas causantes de 
la lesión pulmonar. 
En base a estos resultados se propone un mecanismo de daño pulmonar 
causado por Peroxisomicina A-1 (Fig. 23) 
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Figura 23 Mecanismo propuesto de daño pulmonar 
Recientemente se ha reportado que el TNFa es la citocina que 
activa una serie de eventos que desencadenan la liberación de otras 
citocinas63 entre ellas IL-8 cuya función es la de incrementar la 
quimiotaxis, desgranulación, liberación de enzimas lisosomales, así como 
la expresión de moléculas de adhesión en PMN. La IL-8 es una quimocina 
alfa producida principalmente por macrófagos activados y por una gran 
variedad de tipos celulares después de la administración de un agente 
estimulante como LPS, TNFa, IL-lp6*,«W4, por lo que se propone que esta 
citocina, entre otras, sea la que mantenga la lesión pulmonar en tiempos 
de intoxicación más prolongados. 
Probablemente esto es lo que sucede en los animales intoxicados con 
Peroxísomicina A-l en los que el TNFa esta presente en tiempos iniciales, 
pero que posteriormente disminuye. Todo esto sugiere que el TNFa sea el 
iniciador de una cascada de eventos en los que intervienen otros 
factores amplificadores de la lesión observada en el tejido pulmonar a 
tiempos mayores posteriores a la intoxicación. 
Los hallazgos encontrados en este trabajo sugieren que la 
Peroxisomicina A-l causa la activación de macrófagos peritoneales y 
alveolares, ya que se conoce que este tipo celular produce la mayor 
cantidad de TNFa posterior al efecto de un estímulo47. 
Nuestros resultados permiten suponer la participación del TNFa en 
el desarrollo de la lesión pulmonar en ratones intoxicados con dosis 
toxicas de Peroxisomicina A-1. Es posible que este mecanismo intervenga 
en el caso de la intoxicación en humanos. 
Existen reportes de pacientes intoxicados con el fruto completo de 
plantas del genero Karwinskia, que cursan con neutrofilia, la cual fue 
asociada a complicaciones bronconeumonicas7, sobre este dato 
nuestros resultados sugieren la participación de factores estimuladores 
de neutrófilos como el TNFa. 
Por otro lado los resultados que se obtuvieron a partir del estudio in 
vitro incubando los explantes de pulmón en presencia de Peroxisomicina 
A-l indican la participación de mediadores químicos del daño pulmonar 
presentes en el animal completo, que al no estar presentes en el sistema 
in vitro evitan la lesión causada por Peroxisomicina A-1. 
En un estudio en el que se incubaron PMN en presencia de 
Peroxisomicina A-l78, se encontró que los PMN presentaban signos 
morfológicos de activación, representados por una gran cantidad de 
vesículas vacías y la presencia de seudópodos en la membrana celular, 
por lo que no se puede descartar el probable estímulo directo de la 
Peroxisomicina A-1 sobre los PMN. 
En la lesión pulmonar causada por Peroxisomicina A-l disueita en 
haemaccel, se encontró la presencia de un tipo celular diferente, que se 
identificó morfológicamente como correspondiente a las células NK79. 
No podemos descartar la posibilidad de que también estén involucradas 
en el desarrollo de la lesión pulmonar, ya que se conoce que este tipo 
celular se estimula por la presencia de citocinas como TNFa, por lo que 
es necesario evaluar su participación. 
La figura 23 resume datos e información recabada en este trabajo 
en forma de un mecanismo propuesto de daño pulmonar el cual 
permite proponer la participación del TNFa en el desarrollo de la lesión 
pulmonar, así como su relación con el infiltrado celular de PMN, 
linfocitos, macrófagos alveolares y células NK. Es importante señalar que 
la lesión pulmonar coincide con la descrita para el SIRA en su fase 
aguda33. 
Con lo anterior no se descarta la participación de otros factores 
amplificadores de la lesión, por lo que el TNFa se considera el iniciador 
de una cascada de eventos químicos y celulares que intervienen para 
llevar a cabo el daño pulmonar. 
Este modelo animal reproduce la lesión pulmonar característica 
de este tipo de intoxicación, por lo que es útil para continuar el estudio 
de diferentes mediadores del daño pulmonar, así como también para la 
identificación precisa de las células participantes tales como las células 
NK. 
CAPITULO CINCO 
CONCLUSIONES, PERSPECTIVAS Y CONTRIBUCIONES 
5.1 CONCLUSIONES 
1 .-Se acepta la hipótesis de trabajo propuesta: 
" El efecto de la Peroxisomicina A- l sobre pulmón se debe a una 
estimulación de los granulocitos neutrófilos, llevada a cabo por 
mediadores como el factor de necrosis tumorala" 
2.-EI infiltrado celular de la lesión pulmonar inducida por Peroxisomicina 
A-l está formado por PMN, linfocitos y macrófagos 
3.-La Peroxisomicina A-1 induce una elevación rápida del nivel de TNFa 
en sangre y en pulmón, que varía con los distintos vehículos utilizados y 
que es más intensa y de rápida aparición con la utilización de vehículos 
acuosos (haemacel y solución salina). 
4.-Existe una correlación entre la cantidad de PMN y la concentración 
de TNFa en los tiempos iniciales de la intoxicación con Peroxisomicina A-
1. 
5.- La lesión pulmonar inducida por Peroxisomicina A-l es progresiva a 
pesar de que los niveles de TNFa disminuyen en el tiempo; lo cual sugiere 
la participación de otros factores activadores de los PMN. 
6.-Tanto las alteraciones histológicas (acúmulo de PMN) y 
ultraestructurales (daño a la barrera alvéolo capilar) observadas en el 
pulmón de ratón intoxicado con Peroxisomicina A-l, como los niveles 
aumentados de TNFa en sangre y pulmón, coinciden con lo reportado 
para la fase aguda del SIRA. 
7.- Las alteraciones observadas en el animal completo no se reproducen 
en los explantes de pulmón incubados con Peroxisomicina A-l in vifro, lo 
que comprueba la participación de factores que no están presentes en 
el cultivo de órgano. 
5.2 PERSPECTIVAS 
1.- Estudiar la participación de otras citocinas involucradas en la lesión 
pulmonar causada por Peroxisomicina A-l. 
2,-Estudiar si existe estimulación de macrófagos alveolares y peritoneales 
cuando la administración de la Peroxisomicina A-l es intraperitoneal. 
3.-Analizar cual es el significado del aumento de linfocitos observado en 
la intoxicación de Peroxisomicina A-l en dilución con Haemaccel. 
4.-Confirmar por medio de marcadores inmunocitoquímicos la identidad 
de las posibles células NK, presentes en la lesión pulmonar cuando se 
administra la Peroxisomicina A-l disuelta en Haemaccel. 
5.-Buscar la relación existente entre el aumento de linfocitos y el posible 
efecto antineoplásico de la Peroxisomicina A-l 
5.3 CONTRIBUCIONES 
Los resultados obtenidos en este trabajo nos permiten proponer un 
mecanismo de daño pulmonar causado por la intoxicación 
experimental con Peroxisomicina A-l; por lo que este trabajo marca el 
inicio de una linea de investigación que nos permita continuar con el 
esclarecimiento de los mediadores químicos y celulares involucrados en 
el desarrollo de la lesión pulmonar. El modelo animal utilizado en este 
trabajo (ratón cepa CD-1) es de fácil obtención y manejo en el 
laboratorio, por lo que es un modelo útil para continuar con otros 
estudios. 
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APENDICE A 
TECNICA DE INCLUSION EN RESINA EPOXICA 
1. Fragmentar el pulmón en porciones de 1 mm3, fijar en una solución de 
Karnovsky-lto a temperatura ambiente por 30 minutos. 
2. Lavar tres veces de cinco minutos con buffer de cacodilatos 0.1 M pH 7.2-7.4 
3. Post-fijar con tetraóxido de osmio al 2% por 30 minutos. 
4. Lavar tres veces de cinco minutos con buffer de Cacodilatos 0.1 M pH 7.2-7A 
5. Contrastaren bloque con Nitrato de uranilo al 1% por30 minutos. 
6. Lavar tres veces de cinco minutos con buffer de cacodilatos 0.1 M pH 7.2-7.4 
7. Desidratar las muestras durante cinco minutos cada uno, con acetona al 
30%, 50%, 70%, 90%, y tres veces con acetona al 100%. 
8. Impregnación del tejido en una mezcla 1:1 de Acetona-Epon (Resinas 
epóxicas) durante toda la noche. 
9. Pre inclusión a temperatura ambiente durante 60 minutos, colocando las 
muestras en moldes para inclusión con epon al 100% 
10. Inclusión y polimerización a 60°C durante 24-48h 
FIJADOR KARNOVSKY-ITO 
1. Se disuelven 16gr. de paraformaldehído en 400ml de agua desionizada. 
2. Calentar cerca del punto de ebullición y agregar varias gotas de hidróxido 
de sodio para quitar la turbidez. 
3. Agregar 32ml de glutaraldehído al 25%, 0.08gr de ácido pícrico y 400ml de 
buffer de cacodilatos 0.1M pH =7.2 - 7.4 
4. Guardar en un frasco ámbar. 
TINCION DE CORTES SEMIFINOS CON AZUL DE TOLUIDINA 
1. Obtener cortes (1 /xm) de pulmón procesado con resinas epóxicas 
2. Colocar los cortes en un portaobjetos 
3. Mediante el uso de una placa de calor pegar los cortes al portaobjeto. 
4. Colocar una gota de Azul de toluidina ( 5gr de Borato de sodio, 1 OOml de 
agua desionízada, y azul de toluidina 1 gr.) sobre los cortes por 10 segundos. 
5. Lavar el portaobjeto con agua destilada hasta quitar el exceso de colorante 
6. Pasar gentilmente una gasa limpia sobre los cortes para secar el exceso de 
agua. 
TECNICA DE CONTRASTACION DE CORTES FINOS 
1. Obtener cortes finos (1 OOnm) 
2. Montar los cortes en rejillas de cobre 
3. En una caja petri limpia colocar las rejillas con los cortes hacia abajo sobre 
gotas de acetato de uranilo (disolver 0.5g de acetato de uranilo en alcohol 
etílico al 50%) 
4. Lavar las rejillas con agua ultrapura por un minuto y dejar secar 
5. Colocar las rejillas con los cortes hacia abajo sobre gotas de citrato de 
plomo al 0.4% (0.04g de citrato de plomo en 10 mi de agua ultrapura) agregar 
tres gotas de hidróxido de sodio al 10% para ayudara disolver) 
6. Lavar con agua ultrapura por un minuto y dejar secar sobre papel filtro en 
una caja de petri cerrada. 
TABLA IV 
CULTIVO DE ORGANO: CARACTERISTICAS Y CONDICIONES EMPLEADAS 
PARA EL PULMON DE RATON CEPA CD1 
j R a ï o n e ^ 
ï c e p a « \ 
ISLli 4 
e x p l a n t e s d e p u l m ó n d e 
1 m m 3 c o n M E M y - j / 
s u p l e m e n t o s ) 
^ C o ^ t r a c f ó n » 
: d e PA1 p l a c a s * ; ; ; 
d g ü f f l v o * 
I ^ p o s 
I n c u b a c i ó n -
5 Cuatro concentraciones O.Ong/ml 4 
de PA1 y 0.2ng/ml 4 
controles sin P Al de c a d a 2.0ng/ml 4 1,2, 4, 6, 8, 12 
tiempo de cultivo 5.0ng/ml 4 24h 
25ng/ml 4 
° Como ya se mencionó ka Peroxisomicina Al se disolvió primero en etanol absoluto y después en medio d e 
cultivo. 
b C a d a placa de cultivo tiene 8 espacios útiles para colocar explantes de cultivo d e órgano 
c Las diferentes concentraciones de PA1 y controles correspondientes se cultivaron por triplicado para 
c a d a tiempo de incubación. 
METODO PARA DETERMINAR LA ACTIVIDAD DE LACTATO 
DESHIDROGENASA (LDH) 
1. Centrifugar los medios de cultivo (14,000 rpm, 4°C 5-10 minutos) para obtener 
el sobrenadante. 
2. Llevar a cabo la reacción enzimàtica directamente en la cubeta 
espectrofotométrica agregar 833^ 1 de una solución de (3-NADH (O.U3mg/ml 
disuelto en el amortiguador de Tris-HCL, libre de inhibidores) mas 70 fil de 
sobrenadante del medio de cultivo, tapar la cubeta y agitar dos veces por 
inversión. 
3. Anotar el valor de la absorbancia de "fondo" (background) a 340nm cada 
minuto hasta que la lectura se estabilice. Normalmente se determino la 
absorbancia durante 3 a 4 minutos. 
4. Iniciar la reacción enzimàtica, agregar 167^ 1 de piruvato de sodio (9.76 mM 
disuelto en amortiguador Tris-HCL) tapar la cubeta y agitar dos veces por 
inversión. 
5-Anotar la disminución en la absorbancia a 340nm cada minuto y monitorear 
hasta por 10 minutos, o hasta que ocurra un cambio lineal de la absorbancia 
de ^ 0.2 
6. Para los cálculos de la actividad enzimàtica, se determina el cambio 
negativo en la absorbancia a partir de la adición del piruvato, se utiliza la 
absortividad molar del NADH (6.22cm2/^mol) y se aplica la fórmula 
correspondiente. 
U/ml= A Abs.f340nml x 1 min x 1.07 ml * 
(¿.ttcmViimol) (lem) (min) 10 min 0.07 ml 
*e =6.22cm2/jxmol de NADH 
10 min = Tiempo de ensayo 
1.07ml = Volumen total de ensayo en la cubeta 
0.07ml = Volumen de la fuente de enzima en la cubeta 
CUANTIFICACION DE TNFa POR ELISA 
1. En los pocilios de la placa de ELISA se colocaron 100^ 1 de estándares de 
TNFa de 0 pg/ml, 35pg/ml, 140pg/m1, 560 pg/ml y 2240pg/ml por duplicado y 
50^ 1 de suero problema y controles. A todas las muestras de suero problema y 
controles se les agregó 50^ 1 de buffer de lavado, se cubrió la placa con cinta 
adhesiva y se incubó a 37°C por 2 horas. 
2.Transcurrid o este tiempo se removió el líquido invirtiendo la placa y dando 
una fuerte sacudida. Cada uno de los pocilios se lavó cuatro veces con 200^ 1 
de buffer de lavado cada ves, la placa se colocó sobre papel secante para 
retirar el exceso de líquido. 
3. Enseguida se agregó 100^ 1 de conjugado HRP anti TNFa en cada pocilio, la 
placa se cubrió con cinta adhesiva y se incubó a 37°C por 1 hora. 
4. Después de esta incubación, se removió el líquido y cada uno de los pocilio 
se lavó cuatro veces de la manera antes descrita, se secó el exceso de líquido. 
5. Se agregó 1 OOjaI de solución de sustrato a cada pocilio, se incubo a 
temperatura ambiente en la oscuridad por 10 minutos. 
6. Para detener la reacción se agregó lOOjal de ácido sulfúrico 1M. El color azul 
de las placas cambió a un color amarillo, la intensidad del color es 
directamente proporcional a la concentración de TNFa. 
7. Se leyó la absorbancia a 450nm en un lector de placas de ELISA ajusfando el 
0 con el estándar de 0 pg/ml. 
8. Al obtener las lecturas de los estándares se hizo una curva de concentración 
mediante un análisis de regresión lineal y se calculó la concentración de las 
muestras problemas. Se tomó en cuenta ei factor de dilución 2 para la 
concentración final de los problemas. 
CURVA PATRON TNFa 
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Figura 24. Curva patrón de TNFa cada punto representa los valores de los 
estándares utilizados y los puntos resultaron del análisis de cuatro 
determinaciones 
METODO DE LOWRY PARA DETERMINAR LA CONCENTRACION DE PROTEINA 
Se llevo a cabo una precipitación de proteínas con ácido tricloracético de la 
siguiente manera: 
1. Se colocó 0.5ml de la muestra (sobrenadante del homogenizado) en 
dilución adecuada mas 1 mi de Ácido tricloracético (TCA) al 10%, se reposaron 
los tubos por 10 minutos, posteriormente se centrifugaron a 2000rpm por 20-30 
minutos, se decantó el sobrenadante de todos los tubos y se procedió a secar 
la pared de cada tubo. 
2. A las muestras precipitadas en forma de pastilla se agregó 0.399m1 de una 
solución que contenía: 0.033ml de tartrato de Na y K al 0.6%, 
0.033ml de CuS04 al 0.3%, 
0.033ml de Na2C03 al 30%, 
0.1 mi de NaOH 0.8N y 
0.2ml de agua desionizada. 
El volumen final de cada tubo fue de 0.4ml. 
3. Posteriormente se agregó 0.033ml de Folin Ciocalteau 2N y 0.167ml de agua 
desionizada. 
4. Incubación a temperatura ambiente por 30 minutos. 
5. Determinar la absorbancia a 750nm ajusfando el cero con el blanco de 
reactivo. 
6. Para los cálculos de concentración de proteína se utilizaron los valores de la 
curva patrón de BSA y se aplicó la fórmula correspondiente. 
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Figura 25. Curva patrón de proteína, cada punto representa el promedio de 
10 curvas patrón con su desviación estándar y los puntos de cada curva 
resultaron del análisis de tres determinaciones. 
APENDICE B 
Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis doctoral se presentaron 
en dos congresos internacionales (se anexan copias de los resúmenes). 
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IMAGING OF UPOPOIYSACCH ARIDE (LPS) RELEASE AND OUTER MEM 0RAN6 
DISRUPTION IN Pieudomonu leruglnou BY X-RAY MICROSCOPY. 
M. J. MUIIVMU Mid J. M. Ra(YPDUM- Arnold Pd rn r Hospital for Children and 
Woman. Orlando. Ft 32806. 
LPS la an Important factor In pathogenesis of Inflammation characteristic for 
tha chronic P.taruglnai» Infection in Cynic fibrosis (CF1 patients. P mfniglnota 
la believed to survive In the CF lung al mlcrocolonles Covered by blofllma; In 
addition, ttia P.itojgmest strains Isolated from CF patlanta a>a alao highly 
mucoid. Thasa factors suggest that P.aeruginctB surface li masked and ah Quid 
no) ba Inducing such Inflammation. We uaed a bench-iop aourea of laser (nseel 
plasma lo generate X-raya to Imaga Hva cads lln 0 .9% phosphate buffered 
aallnel. A SiA call suspension was placed on a photoresist. covarad with a 
(100nm) SIN window, sealed end than posltionad In vacuum dose to tha X-ray 
aourea. Tha resist waa ihen acannad by atomle force mfcroacopa to generate 
art Imaga of differential X-ray absorption. By thl* technique wa have captured 
Imagaa (exposure <10 nenoaacl of live cells of Pstudtxflonts s&fug/nota. LPS 
release and membrene disruption was Induced by adding gentamldn at 2S(/g/mf 
for IS minutes. X-ray mlcrographa of gentamidn treated cella show formation 
of distinct baad-Uke structurea on call aurfaca. eefl envelope dissociation and 
presence of granular content 10-7/ATI scale) between cad and envelope. We 
propose that use ol soma entfblotles, may laed to continuous releese of IPS 
from partially damaged bacteria to result In suetanled In vivo Induction ol 
Inflemmalory medletors from neutrophils end mecrophagee leading ro sever* 
lung damage. This work was supported by a grant from Mr.John BrittJngham 
to Orlando Regional Healthcare Foundation. 
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U P R E G U L A T I O N O F M U R I N E t C A M - 1 IS I N D E P E N D E N T O F 
T N F - a A N t > I L - l b I N A54B C E L L S E X P O S E D T O 
L I P O P O L Y S A C C H A R I D E ( L P S ) C.nhy Fakler. BcQ l j l . 
llarilyn Mc.MicVen. Stephen W.l iy. Baylor < oil. ni Med. 
IC'AM-t is increased m mouse lungs rxposed lo hvperoxia or LPS. The goals 
or (his study were lo de(crminc ihc mechanism! of IC.VM-1 regulation in lung 
fells (A549) exposed IO LPS. I C A M - l mRXA is induced at 1.2 and Jh of 
exposure. To determine whether TNF -a or IL-lb mediate I C A M - l induction 
the cytokines were measured after LPS exposure. T.N'F-a and l l t b levels 
were not detectable. To determine whether levels belo» the limns of detection 
could induce I C A M - l . cells were incubated with ab (o the cvtokme»- There 
was no inhibition I C A M l induction. To determine DXA sequences or (he 
murine I C A M - l gene involved in (tie regulation of ICAM-1. we sequenced the .5' 
Ranking region of murine ICA.M-1 from -2-i.i4 lo (he start site, and made serial 
deletion constructs. U> reported lhat LPS induced reporter gene expressions 
in A649 cells transfected with sequences -353 and -309. but not with 380. 
suggesting thai the DNA between -309 and -280 is important for induction. 
To determine the sequence in ihis region to which protein binds we conducted 
mobility shift assays in which we used as a probe the sequence from -305 (o 
-281. which contain) an A P - ! like site, and observed protein binding. Mutating 
Ihc AP-l-like site T G A C T C C to C A G T T C C abolished binding. However, ihe 
same mutation in -355 and 309 did not abolish induction. In conclusion. IPS 
induction of I C A M - l is independent of TNF -a and IL- lb in A549 cells, and 
protein binding to an AP I-like site In Ihc ICAM-1 promoter does not appear 
to elicit I C A M - l induction. Further studies to identic mechanisms for ICAM-
I expression are crucial to molecular interventions in sepsis. Supported by NIK 
HD27823. 
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K E T A M 1 N E S U P E R I N D U C E S H E M E O X Y G E N A S E - 1 ( H O - 1 ) 
I N M U R I N E P E R I T O N E A L M A C R O P H A G E S A F T E R 
E X P O S U R E T O E N D O T O X I N ( L P S ) 
Keith Hunter. Aumstinp M K Choi ' . Nev i l l e Wvchc. (SPON:MCHOI ) . 
Departments of Anesthesiology, Howard University. Washington. D C 
20060 and Pulmonary and Critical Care Medicine*. Johns Hopkins 
University. Ballimore. M D 21224 
Kciamine is a sympathomimetic anesthetic agent (hat has been recognized 
(or its protective role in endoioxic shock and in LPS-induced lung injury. 
Antioxidant enzymes have been shown (o provide protection against the 
deleterious effects of LPS. Here we chose lo examine whether one such 
antioxidant enzyme and stress response gen« heme oxygenase-1 f H O - l ) may 
play a role in (he ke(amine-induced protective effect against LPS. Murine 
peroneal macrophages ( R A W 264.7 cells) wen: exposed to LPS (I pg/ml) in 
Ihe presence or absence of kelamine and Ihe steady stale levels of HO-1 
mR l iA were determined by Northern blot analysis. LPS ircatmcnl induced 
HO-1 mRNA levels in R A W 264.7 cells in a time and dose dependent 
manner. When cells were preireated with kelamine ( 1 0 Ug/mll for I h prior to 
exposure lo LPS (I ng/ml), we observed that kelamine caused a 
superinduction of HO-1 mRNA. Kelamine alone also induced HO-1 m R N A 
levels in R A W 264.7 cells- Our data suggest (hat (he stress response gene 
H O - I may play a role in ketamine-induced protection against LPS. 
Supported by: Foundation for Anesthesia Education and Research 
4S68 
CD14 and imerleukin-8 are localized primarily to alveolar macrophages in a 
rabbit model of acute bacteria! pneumonia 
C W Frevert. O, Kaiikawa. K Wvnant. T.R. Martin Seattle V A M C and 
Ihe University of Washington. Seattle. W A 98108 
Neutrophil ( PMN) recruit mem is an important com po item of early 
host defenses in bacterial pneumonia Evidence suggests that membrane 
CD14 mediates the recognition of gram negative cell wall products by 
macrophages, resulting in the production of a variety of inflammatory 
mediators including the P M N chemotactic factor, 1L-8 Even though in 
viiro data has shown lhat many cells arc capable of making this chemokine, 
it is unknown which cells are responsible for IL-8 production in vivo 
Goi t j : To study the tissue distribution o f C D 1 4 and IL-8 in the lungs of 
normal rabbits and rabbits treated with intratracheal ( IT) Escherichia coli 
Methods Rabbits were treated with intratracheal K c o h ( I x 10' clu) and 
then studied 4 hr later C D I 4 and IL-8. were localized in lissue sections 
using immu no histochemistry with polyclonal anti-rabbit CD14 antibody (S 
ttg/tnl) and an affinity purified polyclonal anti-rabbit IL-8 antibody (5 
Hg'ml). Results Using the anti-CD14 antibody, we observed (hat C D I 4 
staining localized primarily to A M in the lungs of normal and E- coli treated 
rabbits When slides were stained using Ihe anti-TL-8 antibody. IL-8 
staining was seen only in (he lungs of rabbits instilled with E. coli and this 
Staining was localized primarily (o A M in these lungs Thus, within ihe 
sensitivity o f immunohistochemistry. CD14 and imerleukin-8 are localized 
primarily to alveolar macrophages in a rabbit model of coli pneumonia. 
Supported by N I H GM37696 and American Heart Association of 
Washington 
4569 
PEROXISOME INE A-1 INDUCES TNFa SECRETION AND PMN INFILTRATION IN 
THE LUNG MICROVASCULAR 8E0 OF THE ALBINO MICE (CO-1). » Ballasteros. S. 
Farmaeologta. Facunsd de Medietas. U.A.N L.. Monterrey. Nueva LaAn. Mtiico. 6**60* 
Accidental ingestion of ripa fruits from genus Karwwiskie plants causes flaccid peralisis 
•n Intoxicaied humans. After a (¡feature review we found thai death in Intoxicated 
humans is caused by lung disfunction such as:respiratory failure, pneumonia, and 
csrdio-resptralory arrest. In a previous study we reported that TS1* or PerojrUomidne 
A-1, one of the loxc substances present in Ihe fruit ol XsnmsUi, causes lung damage 
ehardehied by poUmorfonudesr (PMN) inntralion and Breakage of the alveolo-capisery 
membrane. This lasion is simAar la the one described for the Adutl Respiratory Distress 
Syndrome (ARDS) To further charcaterize (he lung damage, we studied the cefl pattern 
in the king of intoxicated rrice and Ihe presence ol tumor necrosis factor aHj frHFo) 
both in circulating blood and in lung homogeneies. since It is we» established that TNFa 
is one of (he main mediators Involved In me production of AftDS Mice were infected 
intraperitoneally with ihe foHwing treatments: II peronsomidne dissolved in ca/thamus 
oil. 2) peruxisorttone in sat solution, 3) peroxisonwdne in hiiemaccel, 4) 
ipopstyaatfiaride (LPS. positive control). 5) carthamus oi. 6) salt solution. 7) haemaccel 
and 8) negative control witnout any treatment. 
Each half hour after treatments king and blood samp4as were coBeded, beginning at 0 S 
h and up lo 5 h Pad o> he lung was embedded in epoxy resin lor tghl and electron 
rrtoosoopy evaluation, an Ihe »maiming was homogenized (or TNFg quantification by 
ELISA. TNFa waa quantified In Mood also. Pennisomidne induced king damage 
charaderued by eiCltration of PMN. Macrophages and lymphocytes war* alto ptesenl 
In increased amo>*it» compare) to negative controls. TNFa was present m (ha king and 
serum of mice traaled wAh perarisooMn«. although higher concentrations were found 
when peroaisomione was dHuled In equose solutions. LPS causes ttie moll severe 
demag« recorded end the highest induction ol TNFa both in blood and lung 
homogenele. Canhamu* ei induced a sight PMN inMlrauefi In the lung snd TNFa 
increase both in lung and serum 
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IL-8 R E C R U I T S N E U T R O P H I L S T O T H E L U N G S IN R E S P O N S E 
T O A E R O S O L I Z E D E N D O T O X I N B.T. Peterson. E.J.Miller and P. 
McWaters. University of Texas Health Center. Tyler. TX 75710 and 
CSIRO Div. of Animal Health, Paskville, Victoria. Australia. 
To determine the mechanism of neutrophil (PMN) movement 
through (he lungs in response to aerosolized E. Coli endotoxin (LPS), we 
anesthetized 6 sheep with halothane, ventilated them with 25 mg LPS or 
saline ( n = 2 ) . collected lung lymph and plasma every 30 minutes, and 
performed 2 single-cycle lung lavages 3 hours later. The PMN 
concentration in the epithelial lining fluid (ELF) was significantly greater 
in the sheep that received LPS vs. tbe control sheep (542 ± 188 (se) vs. 
3 ± 2 10'cells/mJ ELF, p < 0 . 0 1 ) . The IL-8 concentration also increased 
above control values (1818 ± 443 vs 15 ± 4 ng/ml ELF) and there was 
a strong correlation between the PMN and IL-8 concentrations among the 
12 lavages (r = 0.96, p < 0 . 0 0 l ) . The lung lymph contained no PMNs 
and negligible IL-8 concentrations. However, in 4 additional sheep 
anesthetized with pentobarbital, the fraction of PMNs in the lung lymph 
increased to 44 ± 8% but the IL-8 concentration increased to only 53 ± 
28 ng/ml lympb. a value considerably less lhan that in (tie ELF (2019 ± 
542 ng/ml ELF) or tbe plasma (172 ± 41 ng/ml). Therefore, we 
conclude ibat IL-8 released into tbe air spaces in response to LPS recruits 
neutrophils into Ihe lungs, but it does not explain the appearance of PMNs 
in the lung lymph. (Supported by NIH grant R29-HLS5622) 
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Peroxisomicine A-l induces TNFa secretion and pmn infiltration 
in lung microvascular bed of the albino mice (CD-I) 
R.Ballesteros*, S.Flores**, A. Piñeyro***, J. Sepúlveda* 
•Departamento de Histología Facultad de Medicina. U.A.N.L., Monterrey, Nuevo León, México, 64460. 
"Departamento de Microbiología Facultad de Medicina, U.A.N.L., Monterrey, Nuevo León, México, 64460. 
* * * Departamento de Farmacología Facultad de Medicina, U.A.N.L., Monterrey, Nuevo León, México, 64460. 
Accidental ingestion of ripe fruits from genus Karwinskia plants causes flaccid paralisis in 
intoxicated humans. After a literature review we found that death in intoxicated humans is caused by 
lung disfunction such as:respiratory failure, pneumonia, and cardio-respiratory arrest. In a previous 
study we reported that T514 or Peroxisomicine A- l , one of the toxic substances present in the fruit 
of Karwinskia, causes lung damage charcterized by polimorfonuclear (PMN) infiltration and 
breakage of the alveolo-capillary membrane. This lesion is similar to the one described for the Adult 
Respiratory Distress Syndrome (ARJDS) [2], 
To further characterize the lung damage, we studied the cell pattern in the lung of intoxicated mice 
and the presence of tumor necrosis factor alfa (TNFa) both in circulating blood and in lung 
homogenates, since it is well established that T N F a is one of the main mediators involved in the 
production of ARDS. Mice were injected intraperitoneally with the follwing treatments: 1) 
peroxisomicine dissolved in carthamus oil, 2) peroxisomicine in salt solution, 3) peroxisomicine in 
haemaccel, 4) lipopolysacharide (LPS, positive control), 5) carthamus oil, 6) salt solution, 7) 
haemaccel and 8) negative control without any treatment. 
Each half hour after treatments lung and blood samples were collected, beginning at 0.5 h and up to 
5 h. Part of the lung was embedded in epoxy resin for light Fig land electron microscopy evaluation, 
and the remainning was homogenized for T N F a quantification by ELISA. 
Peroxisomicine induced lung damage characterized by infiltration of PMN Fig 2. Macrophages and 
lymphocytes were also present in increased amounts compared to negative controls. T N F a was 
present in the lung and serum of mice treated with peroxisomicine, although higher concentrations 
were found when peroxisomicine was diluted in aquose solutions. LPS causes the most severe 
damage recorded and the highest induction of T N F a both in blood and lung homogenate[3]. 
Carthamus oil induced a slight PMN infiltration in the lung and T N F a increase both in lung and 
serum. 
References 
1.-Bermúdez V. et al.. Intoxicación de una familia por Karwinskia humboldtiana (tullidora) Gac. Med. Mex. Vol.131 
No.t pp 100-106 1995. 
2.- Sepúlveda-Saavedra J. et al-, Ultraestructure of the lesion induced by toxin T-514 insolated from K. humboldtiana in 
the alveolar region of the lung. Proc, E.M.S.A. 50th Ann. Mee. Sn. Fco. Press, 1992. 
3.-Denis M., A Mouse model of the lung injury Induced by Microbial Products. Am. J. Respir. Cell Mol. Biol. Vol.10, 
pp. 658-664, 1994. 
r 
Fig. 2. PMN in alveolar capillary adherent to the endothelial cell (e). Edema and destruction of the 
alveolar-capillary barrier is present (arrow) 7000X. 
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